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La presente invention est relative a des peptides de mammiferes, 
notamment d'origine humaine ou murine, presentant une structure de type urotensine 
II (UII) (prepro-urotensine II, pro-urotensine II et urotensine II), ainsi qu'a leurs appli- 
cations en tant que medicament, notamment sous la forme d'une composition destinee 
5 au traitement des maladies neurodegeneratives ou des traumatismes de la moelle 
epiniere (hemiplegie, paraplegie) et en tant qu'outil de criblage de medicaments anti- 
hypertenseurs. 

La presente invention est egalement relative a des sequences 
d'acides nucleiques codant pour lesdits peptides, a des oligonucleotides compris dans 

10 lesdites sequences, et a 1' utilisation desdites sequences comme amorces et comme 
sondes ou pour l'expression des urotensines II de mammiferes et notamment de 
l'urotensine II humaine ou murine. 

L'urotensine II est un neuropeptide qui a d'abord ete caracterise dans 
l'urophyse des poissons teleosteens. Chez ces poissons, l'urotensine II est un peptide 

15 cyclique comprenant 12 acides amines. La caracterisation de 1' urotensine II chez plu- 
sieurs especes de poissons teleosteens a montre que la structure de 1'heptapeptide 
cyclique C-terminal est conservee, tandis que Ton observe des substitutions dans la 
partie N-terminale de la molecule. Cet heptapeptide presente la sequence suivante : 
Cys-Phe-Trp-Lys-Tyr-Cys-Val (SEQ ID NO:9). 

20 On a longtemps pense que ce peptide etait produit exclusivement 

dans l'urophyse des poissons teleosteens (4), un petit organe neurohemal presentant 
des similitudes avec la neurohypophyse, localise a l'extremite caudale de la moelle 
epiniere ; toutefois, il est apparu que ce neuropeptide n'est pas confine au systeme 
neurosecretoire caudal du poisson. II a egalement ete isole a partir d'extraits de 

25 cerveaux de truite, de raie (5) ou de lamproie (6). En outre, un peptide similaire a 
l'urotensine II de poisson a ete detecte dans le systeme nerveux central (SNC) de la 
grenouille (Rana ridibunda) (7) et chez un gasteropode (Aplysia californica), au 
niveau du ganglion cerebral (8). 

Ce peptide, qui comprend chez la grenouille, 13 acides amines, 

30 presente des similarites de structure avec les urotensines II de poisson, et notamment 
la region cyclique contenant 1'heptapeptide precite. 
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Ce neuropeptide, presente egalement des similarites avec la soma- 
tostatine (3,4) ; toutefois, l'urotensine II de poisson presente essentiellement des effets 
cardiovasculaires, que Ton peut egalement observer lorsque cette urotensine est admi- 
nistree a un mammifere, tel que le rat ou la spuris (1 1, 12, 13) : effet contractile sur les 
v 5 arteres (action observed chez le rat (1 1) et le lapin (12)), contraction des muscles lisses 

(effet spasmogene sur certains muscles lisses (vessie et ileum), chez les amphibiens 
(26)), effets sur le rythme cardiaque (observes chez les amphibiens (26)). 

II a Egalement ete montre que l'urotensine II de poisson est exprimed 
sous la forme de precurseurs, dont les structures primaires ont ete determinees a partir 
10 dusysteme neurdsedr&oire caudal de la c^e (Cyprinus carpio) (17). 

Chez les mainriQiferes, aucune proteine de la famille de l'urotensine 
II n'a 6t6 decrite jusqu'a present. 

Les Inventeurs ont trouve, de maniere inattendue, qu'une urotensine 
II etait exprimee chez les mammiferes, notamment chez 1'homme et chez les murins et 
15 qu'elle jpbuvait presenter, chez l'homme une activite sur la survie et/ou la regeneration 
des motoneurones et sur la pression arterielle (hypertension). „ „ 

La presente invention a pour objet des peptides, isoles de mammir 
feres, caracterises en ce qu'ils comprennent a leur extremite C-termihale un hepta- 
- peptide prisentant la sequence suivante : Cys-Phe-Trp-Lys-Tyr-f ys-X:aa (SEQ ID 
20 NO:9) dans lkquelle Xaa represente Val ou He, en ce qu'ils appartienrient a la famille 
des urotensines II et en ce qu'ils presentent au moins 45 %, et de preference au moins 
70 ^'de ; simUarit^ , aye«:le. polypeptide de sequence SEQ ID. NO: 1, coiTespondant a la 
prepro-urotensine II humaine. 'V 

La similarity est quantified a l'aide du logiciel Clustal®, notamment 
25 accessible sur l'lnternet (site http://ww2.ebi.ac.uk/clustal\v/); 

La presente invention englobe en particulier : 

- la prepro-urotensine II humaine (SEQ ID NO:l), la pro-urotensine 
II humaine (SEQ ID NO:2) et l'urotensine II humaine (SEQ ID NO:3), 

- la prepro-urotensine II de rat (SEQ ID NO:30), la pro-urotensine II 
30 de rat (SEQ ID NO:3 1) et l'urotensine II de rat (SEQ ID NO:32), 
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- la prepro-urotensine II de souris (SEQ ID NO:33), la pro- 
urotensine II de souris (SEQ ID NO:34) et l'urotensine II de souris (SEQ ID NO:35). 

Ces sequences polypeptidiques de mammiferes presentent globale- 
ment une faible similarite avec les sequences de poisson ou de grenouille (figure 1 et 
5 figure 4) : 

- 16 % de similarite entre la prepro-UII-a ou la prepro-UII-y de 
carpe et la prepro-UII humaine ; 

- 25 % de similarite entre la prepro-UII de grenouille et la prepro-UII 

humaine. 

10 Au niveau N-terminal de l'UII humaine, ces sequences ne presentent 

aucune similarite avec les UII de non-mammiferes anterieurement decrites. 

L'invention englobe egalement des polypeptides ou des peptides 
derives des uroterisines II de mammifere et de leurs precurseurs, selon l'invention, par 
addition, deletion ou substitution d'un ou plusieurs acides amines ; il peut s'agir par 
15 exemple de polypeptides dans lesquels des modifications ont ete apportees, notam- 
ment par substitution des acides amines dextrogyres par des acides amines levogyres 
(pseudopeptides) ou de polypeptides obtenus par modelisation moleculaire et presen- 
tant une activite d'urotensine II au niveau de la jonction neuromusculaire ou des autres 
cibles biologiques de l'urotensine II. 
20 La presente invention a egalement pour objet un fragment d'acide 

nucleique purifie, caracterise en ce qu'il comprend tout ou partie d'une sequence 
codant pour une urotensine II de mammifere telle que definie ci-dessus ou de sa 
sequence complementaire, sens ou anti-sens. 

Dans ce cadre, la presente invention englobe en particulier les 
25 ADNc, les ARNm et les ADN genomiques des urotensines II et de leurs precurseurs. 

Elle englobe en particulier les sequences suivantes : 
* sequences humaines : 

- Ia sequence codant pour la prepro-urotensine II humaine, de 
sequence SEQ ID NO:4, qui comprend 55 1 pb et dans laquelle : 

30 . le segment 1-32 est une sequence non-codante, 



. le segment 33-407 code pour la prepro-urotensine II humaine, le 
segment 33-92 correspondent a la sequence codant pour le peptide signal et 
. le segment 408-55 1 est non-codant (voir figure 2), 

- un fragment de. la sequence codant pour la prepro-urotensine II 
5 humaine (sequence SEQ ID NO:5), caracterise en ce qu'il code pour la pro-urotensine 

II humaine, le precurseur de l'urotehsine humaine et correspond au segment 93-407 de 

laSEQIDNO:4; , " ^ 

// * - ;l in fragment de la sequence codant pour la prepro-urotensine II 

humaine (sequence SEQ ID NO:6), caracterise en ce qu'il code pour l'urotensihe II 
l0 humaine et correspond all segment 372-407 de la sequence SEQ ID NO:4;, 

- un fragment de la sequence codant pour la prepro-urotensine II 
humaine, codant pour un dipeptide (Pro-Tyr), en amont du site de cliyage tribasique, 
lui-meme situ<§ juste en amont de la sequence codant pour l'urotensine II humaine et 
specifique de ladite sequence humaine (voir figure 2).; 

15 - des fragments, aptes a servir d'amorces constitues de 20 a 50 

: nucleotides de SEQ ID NO:4 et notamment les sequences SEQ ID NO: 7-8 et 10-17 et 
plus particulierement les paires d'amorces suivantes : 

. les sequences SEQ ID NO:7 et NO:8, correspondant respective- 
ment aux segments 267-292 et 535-51 1 de la sequence SEQ ID NO:4 ; / - ; 

20 " . les sequences SEQ ID NO: 10 et 11 correspondant respectivement 

,aiix positions 198-216 et 381-404 de la sequence ID NO:4 ; : , : , 

, les sequences SEQ ID NO: 12 et SEQ ID NO:13, correspondant 
' respectivement aux positions 46-65 et 214-195 de la sequence SEQ ID NO:4 ; . ' 
' : ; . ■ „ . ,• ■ . . les sequences SEQ ID NO: 14 (positions 9-28; de la sequence SEQ 

25 IDNO:4)etSEQIDNO:13,; 

. les sequences SEQ ID NO; 15 (positions 14-33, de la sequence SEQ 

ID NO:4) et SEQ ID NO: 13 ; 

. les sequences SEQ ID NO: 12 et SEQ ID NO:16 (positions 150-1 31 

de la sequence SEQ ID NO:4) ; 
30 . les sequences SEQ ID NO: 17 (positions 8-27 de la sequence SEQ 

IDNO:4)etSEQIDNO:13. 
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- des fragments, aptes a servir de sondes : sequence SEQ ID NO:4 et 
les fragments constitues de 20 a 50 nucleotides de la sequence SEQ ID NO:4. Lesdites 
sondes sont de preference utilisees dans les conditions d'hybridation suivantes : 

. hybridation: 5X SSPE (0,9 M NaCl/0,05 M tampon sodium 
5 phosphate, pH 7,7/0,005 M EDTA), 0,1 % SDS, 10X Denhardt's (0,2 % Ficoll/0,2 % 
polyvinylpyrrolidone/0,2 % BSA), 50 ug/ml ARNt, 50 ug/ml ADN de sperme de 
saumon denature. 37°C, une nuit. 

. lavages : 5X SSPE/0,1 % SDS, 4 fois 5 minutes, temperature 
ambiante, 3X SSPE/0,1 % SDS, 2 fois 10 minutes, 30°C. 
10 * sequences de rat : 

- la sequence codant pour la prepro-urotensine II de rat, de sequence 
SEQ ID NO: 1 8, qui comprend 529 pb et dans laquelle : 

. le segment 1-36 est une sequence non-codante, 
. le segment 37-405 code pour la prepro-urotensine II de rat, le 
15 segment 37-96 correspondant a la sequence codant pour le peptide signal et 

. le segment 406-529 est non-codant (voir figure 3), 

- un fragment de la sequence codant pour la prepro-urotensine II de 
rat (sequence SEQ ID NO: 1 9), caracterise en ce qu'il code pour la pro-urotensine II de 
rat, le precurseur de l'urotensine de rat et correspond au segment 96-405 de la SEQ ID 

20 NO: 18 ; 

- un fragment de la sequence codant pour la prepro-urotensine II de 
rat (sequence SEQ ID NO:20), caracterise en ce qu'il code pour l'urotensine II de rat 
et correspond au segment 364-405 de la sequence SEQ ID NO: 18 ; 

- des fragments, aptes a servir d'amorces constitues de 20 a 50 
25 nucleotides de SEQ ID NO: 18 et notamment les sequences SED ID NO :36-42 et plus 

particulierement les paires d'amorces suivantes : 

. les sequences SEQ ID NO:36 et SEQ ID NO:37, correspondant 
respectivement aux positions 295-314 et 504-485 de la sequence SEQ ID NO: 18 ; 

. les sequences SEQ ID NO:38 (positions 280-299 de la sequence 
30 SEQ ID NO: 1 8) et SEQ ID NO:37 ; 



. les sequences SEQ ID NO:39 (positions 131-150 de la sequence 
SEQ ID NO: 1 8) et SEQ ID NO:40 (positions 3 14-295 de la SEQ ID NO: 1 8) ; 

, les sequences SEQ ID NO:41 (positions 322-341 de la sequence 
SEQ ID NO:18) et SEQ IDNO:37; ; ; 

.. les sequences SEQ ID NO:42 (positions. 50-69 de la SEQ ID 

NO:18) et SEQ ID NO:40. 

-des fragments, aptes a servir de sondes : sequence SEQ ID NO:18 
eties fragments constitues de 20 a 50 nucleotides de la sequence SEQ ID NO: 18, 
notammerii la SEQ ID NO :43 (positions 192-221 de la sequence SEQ ID NO: 18). 
10 * sequences de souris ; 

la sequence codant pour la prepro-urotensine II de souris, de 

sequence SEQ ID NO:27, qui comprend 539 pb et dans laquelle : : 
. le segment 1-36 est une sequence npn-codante, 
. le segment 37^405 code pour la prepro-urotensine II de souris, . le 
15 segment 37-96 correspondant a la sequence codant pour le peptide signal et 

. le segment 406-539 est non-codant (voir figure 4), 
" - ion fragment de la sequence codant pour la prepro-urotensine II de 
souris (sequence SEQ ID NO:28), caracterise en ce qu'il code pour la pro-urotensine II 
Cl- de souris, le ,precurseur de"r^ et correspond au segment 97-405 "de 

20- la SEQ ID.tf<$2&|>^ J 

' / r ,un fragment de la sequence codant pour la prepro-urotensine II de/ 
souris (sequence S£<34D, ; NO:29), caracterise en ce qu'il: code"pour l'urotensine II .de 
souris et correspond au segment 355^405 de la sequence SEQ ID NO:27 y - 

: , : - des fragments, aptes a servir d'amorces constitues d&Ati a 50 
25 nucleotides de SEQ ID NO:27 et notamment les sequences SEQ ID NO :2 1-26 et plus 
particulierement les paires d'amorces suivantes : ^ 

. les sequences SEQ ID NO:21 et SEQ ID NO:22, correspondant 
respectivement aux positions 295-31 4 et 485-504 de la sequence SEQ ID NO:27 ; 

. les sequences SEQ ID NO:23 (positions 280-299 de la sequence 
30 SEQ ID NO:27) et SEQ ID NO:22 ; 
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. les sequences SEQ ID NO:24 (positions 131-150 de la sequence 
SEQ ID NO:27) et SEQ ID NO:22 ; 

. les sequences SEQ ID NO:25 (positions 295-314 de la sequence 
SEQ ID NO:27) et SEQ ID NO:22 ; 
5 . les sequences SEQ ID NO:24 et SEQ ID NO:26 (positions 322-341 

de la sequence SEQ ID NO:27). 

- des fragments, aptes a servir de sondes : sequence SEQ ED NO:27 
et les fragments consumes de 20 a 50 nucleotides de la sequence SEQ ID NO:27 et 
notamment la sequence SEQ ID NO :44 (positions 204-233 de la sequence SEQ ID 
10 NO:27). 

Les conditions d'hybridation des sondes murines sont similaires a 
celles expos£es ci-dessus, pour les sequences humaines. 

Compte tenu des donnees a la disposition des Inventeurs, il n'etait 
pas evident que les mammiferes puissent exprimer une urotensine II et que cette 
15 derniere exercat effectivement d'autres effets que des efFets cardiovasculaires. 

Lesdits polypeptides et peptides peuvent etre produits, soit en 
exprimant les sequences d'acides nucleiques telles que definies ci-dessus dans des 
cellules notes, soit par synthese, et notamment par synthese selon la technique de 
Merrifield. 

20 Les sequences nucleiques ci-dessus definies ont comme premiere 

application de detecter soit la presence ou l'absence de l'ARNm codant pour une uro- 
tensine II de mammifere et notamment pour l'urotensine II humaine dans des echan- 
tillons biologiques (biopsies, par exemple), notamment chez des sujets presentant une 
pathologie neurodegenerative ou un traumatisme de la moelle epiniere, soit de detecter 

25 une mutation dans la sequence du gene ou de l'ARNm codant pour l'urotensine 
(comparaison avec les sequences d'acides nucleiques selon l'invention). 

Les sequences nucleiques ci-dessus definies ont comme deuxieme 
application, la production de vecteurs aptes a exprimer les precurseurs de l'urotensine 
II humaine, notamment dans le cadre d'une therapie genique ciblee. 

30 La presente invention a egalement pour objet des compositions 

pharmaceutiques, caracterisees en ce qu'elles comprennent au moins un peptide tel 
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que defini ci-dessus ou une sequence d'acides nucleiques codant pour tout ou partie 
desdits peptides, associe a au moins un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

De maniere preferee, lesdites compositions sont administrees par 
voie intrathecale. Elles permettent en particulier de traiter les maladies neurodegene- 
5 ratives de la moelle epiniere, en particulier les maladies de la plaque neuromusculaire 
et plus particulierement les maladies amyotrophiques, telles que la sclerose laterale 
amyotrophique ou les traumatismes de la moelle epiniere. 

La presente invention.a,, en outre, pour objet l'utilisation d'une pro- 
urotensine II ou d'une urotensine II, quelle que spit son origine (vertebres ou inverte- 
10 bres, par exemple) pour la preparation d'un medicament destine a traiter les maladies 
neurodegeneratives de la moelle epiniere ou amyotrophies spinales. 

La presente mvention a, 6galement, pour objet un kit de diagnostic, 
caracterise en ce qu'il comprend au moins une sequence selon 1 ' invention, apte a 
detecter la presence d'un ARNm, eventuellement modifie, codant pour une urotensine 

15 II de mammifere dans un echantillon biologique. 

La presente invention a, en outre, pour objet l'utilisation desdits 

peptides, qui presentent egalement une activite hypertensive pour la selection 

" .... d'antagonistes de cette activite (selection d'anti-hypertenseurs;presentarit une activite 
• a l'encontre des urotensines II selon rinvention). I:' , 

20 putre les dispositions qui precedent, l'inventioh comprend encore 

d'autres dispositions, qui ressortiront de la description qui yavsuivre, qui se refere a 
des fexemples de miseZen oeuvre du procede objet de la presente invention ainsi qu'aux r 
dessins annexes, dans lesquels : / : . . , / 

: . \J, - la figure 1 illustre I'alignement des sequences en acides amines 

25 deduites respectivehient des prepro-UII humaine, de grenouille et de carpe. Dans cette 
figure, la sequence signal est indiquee en italique ; les acides amines conserves sont 
indiques en noir ; les sites de clivage de la prohormone sont iridiques par des etoiles et 
les residus acides conserves sont indiques par un cercle noir. Le pont disulfure present 
dans la sequence de l'UII est indique sous la sequence de Turotensine. Les acides 

30 amines sont numerates sur la droite de la figure ; 
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- la figure 2 illustre la structure des prepro-UII, pro-UII et UII 

humaines ; 

- la figure 3 illustre la structure des prepro-UH, pro-UII et UII de 

rat ; 

5 - la figure 4 illustre la structure des prepro-UII, pro-UII et UII de 

souris ; 

- la figure 5 illustre la distribution tissulaire de l'ARNm de la 
prepro-UII humaine. La figure 5A illustre l'analyse en dot blot de l'expression de 
l'ARNm de la prepro-UII dans differents tissus humains, en utilisant le Masterblot de 

10 Clontech (ARN poly(A) de 50 tissus humains differents (80-448 ng/point, standardise 
en utilisant le taux d'expression en ARN de 8 genes domestiques). Les controles posi- 
tifs consistent en ADN genomique humain ; les controles negatifs incluent de l'ADN 
ou de l'ARN de levure ou d'E. coli ainsi que des sequences genomiques repetees 
humaines (H). Le blot est hybride avec la sonde d'ADNc codant pour la prepro-UII 

15 humaine et expose pendant 2 jours a un film X-Omat. La figure 5B illustre l'analyse 
en Northern Blot de l'expression de 1'ARNm de prepro-UII dans la moelle epiniere 
humaine ; 2 u,g d'ARNrh poly(A) de moelle epiniere sont hybrides avec la sonde 
constitute par l'ADNc de la prepro-UII humaine. La taille est determinee en utilisant 
des marqueurs de taille des ARN (chaines de nucleotides standards calibres). La figure 

20 5C correspond a des autoradiographies aux rayons X et montre la distribution de 
l'ARNm de la prepro-UII dans la moelle epiniere humaine. Les sections frontales sont 
hybridees avec une ribosonde prepro-UII anti-sens (1) ou sens (2) et exposees pendant 
1 0 jours a des films sensibles aux rayons X ; 

- la figure 6 est une comparaison des structures primaires de 
25 1'urotensine II de differentes especes. Des tirets ont ete introduits pour que les 

sequences presentent un alignement optimal. Les points illustrent les identites de resi- 
dus d'acides amines entre les differentes sequences, par rapport a la sequence 
humaine. 

- la figure 7 illustre la distribution tissulaire de l'ARNm de la 
30 prepro-UII de rat et de souris. 
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II doit etre bien entendu, toutefois, que ces exemples sont donnes 
uniquement a titre d' illustration objet de l'invention, dont ils ne constituent en aucune 
maniere une limitation. 
FXEMPLE : 

- Matiriel et Methodes 

* Tsolement de V ADNc de la prepro-UII humaine : 
Une sequence EST (expressed sequence tag) codant pour un peptide 

ayant une certaine identite avec l'urotensine II de grenouille est enregistnfe sous le 
n° AA535545 (Genbank)., Cette sequence derive d'une analyse EST de clones 
10 d' ADNc obtenus a partir de tumeurs du colon. 

Deux amorces (5 '- AACCC AAG AGGAAATTTGAGAAAGTT-3 ' 
(SEQ ID NO:7) et 5 '-CCAGGTAACAATGAAC AGGGTGTAG-3 ' (SEQ ID NO:8)) 
deduites de la sequence EST pennettent de synthetiserun fragment de 269 pb par RT- 
PCR a partir d'un echantillon de tumeur du colon humain, dans les conditions 
15 suivantes : 

94°C, 4 min/ IX ; 94°C, 1 min ; 55°C, 1 min ■< 72°C, 1 min, 30X ; 

J 72°C, 5 min, IX. 

Le produit de la PCR est marque avec des [ 32 P] dCTP par amor9age 
, aleatoire, puis hybride avec differehts tissus humains. contenant des ARN poly(A) 
20 ainsi qu'avec des controles positifs et negatifs (MasterBlot, Clontech, Palo Alto). 
L'hybridation et les lavages sont realises dans les conditions suivantes : ; /. 
^ * prehybridation: incubation a 42°C, au moins 5 heures daris uri 

milieu reactionnel comprenant : ; v 

■ 50 % formamide, 5X SSC, 5X Denhardt's, . 50 mM 

25 NaH 2 P0 4 /Na 2 HP0 4 , 200 ug/ml ADN de sperme de saumon , 0, 1 % SDS.- 

* hybridation : meme milieu que le milieu de prehybridation avec la 

sonde marquee en plus. - .... 

* lavages : 4 fois 5 minutes a temperature ambiante, 2X SSC + 

0,1 % SDS, puis 2 fois 10 minutes a 42°C, 0,1 % SDS + 0,1 % SDS. 
30 Le blot est expose a un film X-OMAT (Kodak) et les signaux 

d'hybridation sont quantifies a l'aide du logiciel Densylab (Bioprobe Systems, 
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France). 

Le signal d'hybridation le plus important est obtenu dans la moelle 

epiniere. 

Dans ces conditions, l'ARN poly(A) de moelle epiniere humaine 
(Clontech) est utilise pour l'amplification de l'extremite 5' de 1'ADNc d'UII humaine 
avec un kit RACE (kit d' amplification Marathon cDNA, Clontech). 

* Analyse en Northern blot ftransfert d'ARN sur membrane') : 

2 u.g d'ARN poly(A) de moelle epiniere humaine (Clontech) sont 
deposes sur gel d'agarose-formaldehyde ; apres migration, on precede a un transfert 
sur membrane de nylon et a une hybridation avec le produit de la PCR specifique de 
l'ADNc de l'UII humaine marque par incorporation de [ 32 P] dCTP. 

* Hybridation in situ : 

Des ribosondes sens et anti-sens humaines sont preparees par trans- 
cription in vitro des produits de la PCR obtenus avec des amorces prepro-UII speci- 
fiques 5 '-CTGCCAGAGATGCTGGGTG-3 ' (SEQ ID NO:10) et 5'- 
GACACAGTATTTCC AGAAGC AATC-3 ' (SEQ ID NO: 11) etendues a leur extre- 
mity 5'-terminale avec les promoteurs SP6 et T7 des ARN polymerases correspon- 
dantes ; la transcription est realisee en presence de [ 35 S]UTP (Amersham) ou de 
digoxigenine-1 1-UTP (Boerhinger), et de T3 ou T7 ARN polymerase, dans les memes 
conditions de PCR que celles exposees ci-dessus. 

Une portion de moelle epiniere cervicale humaine a ete obtenue par 
autopsie d'un sujet de sexe masculin age de 70 ans. 

Le fragment de tissu est fixe dans du formaldehyde 4 % pendant 24 
heures, inclus dans du Tissue-Tek et congele dans de 1'azote liquide. 

Des sections frontales (12 jim d'epaisseur) sont coupees a l'aide 
d'un cryostat et conservees a -80°C. 

Les sections sont pretraitees comme decrit dans H. Tostivint et al. 
(JProc. Natl. Acad. Sci. USA, 1996, 93, 12605-12610) et recouvertes d'un tampon de 
prehybridation (50 % formamide, 0,6 M NaCl, 10 mM Tris-HCl, pH 7,5, 0,02 % 
Ficoll, 0,02 % polyvinylpyrrolidine, 0,1 % BSA, 1 mM EDTA , pH 8,0 , 550 ng/ml 
d'ADN de sperme de saumon denature, 50 ug/ml d' ARNt de levure). 
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L'hybridation est realisee a 55°C pendant une nuit dans le meme 
tampon (a l'exception de la concentration en ADN de sperme de saumon denature : 
60 ug/ml), complemente avec 10 mM de dithiothreitol, du sulfate de dextran a 10 % et 
des ribosondes denatures par la chaleur. 

Les sondes marquees au 35 S et les sondes marquees a la digoxigenine 
sont diluees dans le tampon d'hybridation pour obtenir une concentration finale de 
5.10 6 dprn/ml et 1:100 (v/v), respectivement. 

Les coupes sont lavees dans du tampon 2X SSC a 60°C et traitees 
avec de laRNase A (50 M-g/ml) pendant 60 mih a 37°C. 

Cinq lavages dans des conditions stringentes sont effectiies dans un 
tampon 0,1X SSC, 14 mM de p-mercaptoethanol, 0,05 % de pyrophosphate de sodium 
a 60°C. 

Les sections hybridees avec les ribosondes marquees au 35 S sont 
deshydratees dans des solutions d'ethanol comprenant des concentrations croissantes 
d'acetate de sodium 0,3 M et exposees sur un film Hyperfilm-pmax (Amersham) 

pendant 2 semaines. 

Les sections hybridees avec les ribosondes marquees a la digoxi- 
genine sont lavees dans un tampon 1 (100 mM Tris-HCl et 150 mM NaCl, pH 7,5), 
incubees pendant 30 min dans un tampon de blocage (2 % d'agent bloquant 
Boehringer dans du tampon 1) et incubees pendant 2 heures dans le tampon 1 conte- 
narit 1:500 d'anticorps anti-digoxigenine conjugues a la .phosphatase alcaliney 
(Boehringer), 1% de serum de mouton normal et 0,1 °/p,de Triton XI 00. Les sections ' 
sont rihcles deux fois pendant 10 min dans le tampon 1 et 10 mm dans le tampon 2 
(100 mM tris-HCl, 100 mM NaCl et 50 mM MgCl 2 , pH 9,5), puis incubees pendant 3 
heures dans une solution chromagene consistant en Fast Red TR/Naphtol AS-MX et 3 
mM Levamisole (Sigma). 

La reaction est arretee par rincage dans un tampon TE (10 mM Tris- 
HCl, 1 mM EDTA, pH 8,0). 

Les sections sont examinees avec un microscope (Leitz Orthoplan). 
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* Sequencage 

Le produit de 1' amplification est sous-clone dans un vecteur pGEM- 
T (Promega) et sequence avec les amorces SP6 et T7 en utilisant le kit de sequencage 
Amersham (Thermo Sequenase). 
5 - Resultats 

* Caracterisation de TADNc de prepro-UII humaine : 

Le cadre de lecture ouvert des ADNc du precurseur de l'UII 
humaine code pour une proteine de 124 acides amines (figure 1 et figure 2). 

L' organisation des precurseurs UII humains est similaire a celle de 
10 la prohormone UII de carpe et a celle du precurseur UII de la grenouille. Tous ces 
precurseurs comprennent une sequence signal en N-terrninal puis un peptide flanquant, 
un site de clivage proteolytique (Lys/Arg-Lys-Arg) et la sequence de l'urotensine II, 
localisee a Textremite C-terminale de chaque precurseur. 

Les peptides flanquants N-terrninaux des precurseurs de carpe, de 
15 grenouille et humain ne presentent quasiment pas de similarite. 

L'UII humaine ne comprend que 1 1 acides amines alors que l'UII de 
grenouille et de carpe en possedent respectivement 13 et 12 (figure 6). 

La sequence de l'heptapeptide cy clique C-terminal de 1'urotensine II 
est conservee chez la grenouille et chez rhomme. Au contraire, la region N-terrninale 
20 du peptide est tres variable. 

Chez la grenouille, comme chez la carpe, la region C-terminale du 
peptide flanquant contient un site de clivage potentiei dibasique (Arg-Lys et Arg-Arg) 
qui pourrait generer le dipeptide conserve Gln-Phe. 

Cependant, chez rhomme, la sequence du dipeptide correspondant 
25 est totalement differente (Pro-Tyr) (figure 1 et figure 2). 

* Distribution de TARNm de la prepro-UII humaine a ete etudiee : 
La distribution tissulaire de 1'ARNm de la prepro-UII humain a ete 

etudiee par analyse dot blot (figure 5 A). 

Sur les 50 tissus differents testes, la moelle epiniere presente le 
30 signal d'hybridation le plus important. L'ARNm de la prepro-UII est egalement 
observe dans la medulla oblongata mais l'intensite du signal est bien plus faible que 
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celle obtenue dans la moelle epiniere. 

Dans les tissus peripheriques, la presence d' ARNm de la prepro-UII 
est detectee dans le rein, la rate, l'intestin grele, le thymus, la prostate, l'hypophyse, la 
glande surrenale et enmoindres quantites, dans 1'estomac, le pancreas, les ovaires et le 
foie (figure 5A). 

UanalysQ par Northern blot reVele la presence d' une seule bande 
correspondant a un ARNm de la prepro-UII d'environ 700 pb, dans la moelle 6piniere 

humaine. . •■ • .... _ ;>-_.. 

w3 . Le marquage'de : section d^ 
humaine par hybridation in situ montre que l'ARNm de la prepro-UII est localise dans:, 
les motoneurones (figure 5C). 

* Caracterisation de l' ADNc de prepro-UII de rat et de souris : 
Le cadre de lecture ouvert des ADNc du precurseur de l'UII de rat et 
de souris code pour une proteine de 123 acides amines (figures 3 et 4). :. 

La figure. 7 illustre les resultats de la~distribution dans divers tissus 
de rat et de souris parRT-PCR. Les ARN totaux sont extraits et soumis a une reaction : 
de RT-PCR, dans des conditions similaires a celles exposees ci-dessus. ^ 

" . Al a figure 7A, les produits PCR de rat (gauche) et de souris (droite) 
^sont detectes par hybridation avec une sonde oligonucleotidique • interne et specifique 
" de rat et de souris (respectivemerit les sequences.SEQ.IDNO:43 et 44). ■ • ;, 

\ x 'HLa figure 7B illustre le depot sur gel d' agarose' des produits.- PCR/ 
GATPDH utilises conimeicontrole pour refleter des taux equivalents d'ARN. • 
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Ainsi que cela ressort de ce qui precede, l'invention ne se limite 
nullement a ceux de ses modes de mise en ceuvre, de realisation et d'application qui 
viennent d'etre decrits de facon plus explicite ; elle en embrasse au contraire toutes les 
30 variantes qui peuvent venir a l'esprit du technicien en la matiere, sans s'ecarter du 
cadre ni de la portee de la presente invention. 
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REVENDICATIONS 

1°) Peptides, isoles de mammiferes, caracterises en ce qu'ils 
comprennent a leur extremite C-terminale un heptapeptide presentant la sequence 
suivante : Cys-Phe-Trp-Lys-Tyr-Cys-Xaa (SEQ ID NO:9) dans laquelle Xaa repre- 
5 sente Val ou He, en ce qu'ils appartiennent a la famille des urotensines II et en ce 
qu'ils presentent au moins 45 %, et de preference au moins 70 % de similarite avec le 
polypeptide de sequence SEQ ID NO:l, correspondent a la prepro-urotensine II 
humaine. 

2°) Peptide de mammifere selon la revendication 1, caracterise eh ce 
10 qu'il est selectionne dans le groupe constirue par les sequences humaines SEQ ID 
NO :l-3, par les sequences de rat SEQ ID: 30-32 et par les sequences de souris SEQ 
ID :33-35. 

3°) Fragment d'acide nucleique purifie, caracterise en ce qu'il 
comprend tout ou partie d'une sequence codant pour un peptide selon la revendication 
15. 1 ou la revendication 2 ou sa sequence complementaire. 

4°) Fragment d'acide nucleique selon la revendication 3, caracterise^ 
en ce qu'il est selectionne dans le groupe constirue par les sequences SEQ ID NO:4-6, 
les sequences SEQ ID NO: 1 8-20 et les sequences SEQ ID NO:27-29. 

5°) Vecteur recombinant contenant un fragment d'acide nucleique 
20 selon la revendication 3 ou la revendication 4. - •■■'.r-.\ -" : / , 

, 6°) Cellule transformee par au moins un fragment d'acide nucleique / 
selon la revendication 3 pu la revendication 4. \ - 

7°) Reactif de detection d'un fragment d'acide nucleique selon- la 
revendication 1 3 ou la revendication 4, ; caracterise' en ce qu'il comprerid entre 20 et 50 
25 nucleotides de la sequence, SEQ ID NO:4, de la sequence SEQ ID NO:18 ou de la 
sequence SEQ ID NO:27. 

8°) Reactif selon la revendication 7, caracterise en ce qu'il est selec- 
tionne dans le groupe constirue par : 

- un fragment de la sequence codant pour la prepro-urotensine II 
30 humaine, codant pour un dipeptide (Pro-Tyr), en amont du site de clivage tribasique, 
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lui-meme situe juste en amont de la sequence codant pour l'urotensine II humaine et 

specifique de ladite sequence humaine ; 

- des fragments, aptes a servir d' amorces : SEQ ID NO:7 et NO:8, 

SEQ ID NO:10-17 ; SEQ ID NO:21-26 ; SEQ ID NO:36-42, et 
5 - des fragments, aptes a servir de sondes : sequence SEQ ID NO:4 et 

les fragments constitues de 20 a 50 nucleotides de ladite sequence SEQ ID NO:4 ; 

sequence SEQ ID NO :18 et les fragments constitues de 20 a 50 nucleotides de ladite 

sequence SEQ ID NO: 18 et sequence SEQ ID NO :27 et les fragments constitues de 

20 a 50 nucleotides de ladite sequence SEQ ID NO:27. 
10 9°) Compositions pharmaceutiques, caracterisees en ce qu'elles 

comprennent au moins un peptide selon l'une quelconque des revendications 1 ou 2 ou 

une sequence d'acide nucleique selon l'une quelconque des revendications 3 et 4 

codant pour tout ou partie desdits peptides, associe a au moins un vehicule pharma- 

ceutiquement acceptable. 
15 10°) Utilisation d'une pro-urotensine II ou d'une urotensine II pour 

la preparation d'un medicament destine a traiter les maladies neurodegeneratives de la 

moelle epiniere ou amyotrophies spinales, les traumatismes de la moelle epiniere. 

11°) Precede de detection de la presence ou de l'absence d'un 

ARNm codant pour une urotensine II de mammifere, notamment chez des sujets 
20 presentant une pathologie neurodegenerative ou un traumatisme de la moelle epiniere ( 

par mise en contact d'un echantillon biologique, convenablement traite, avec au moins 

un reactif selon la revendication 7 ou la revendication 8. 

12°) Precede de detection d'une mutation dans la sequence du gene 

ou de l'ARNm codant pour l'urotensine, caracterise en ce qu'il comprend l'extraction 
25 dudit ADN ou dudit ARNm a partir d'un echantillon biologique et sa comparaison 

avec les sequences d'acides nucleiques selon la revendication 3 ou la revendication 4. 

13°) Kit de diagnostic, caracterise en ce qu'il comprend au moins 

une sequence selon l'une quelconque des revendications 3 ou 4, apte a detecter la 

presence d'un ARNm, eventuellement modifie, codant pour une urotensine II de 
30 mammifere dans un echantillon biologique. 
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14°) Utilisation des peptides selon la revendication 1 ou la revendi- 
cation 2, pour la selection d'anti-hypertenseurs. 



LI STAGE DE SEQUENCE 

<110> INSTITOT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA RECHERCHE M 

<120> UROTENS INE II DE MAMMIFERE ET SES APPLICATIONS. 

<130> BLOcp598EXT25 

<140> 
<141> 

<160> 44 

<170> Patentln Vers. 2.0 

<210> 1 
<211> 124 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 1 

Met Tyr Lys Leu Ala Ser Cys Cys Leu Leu Phe lie Gly Phe Leu Asn 
15 10 15 

Pro Leu Leu Ser Leu Pro Leu Leu Asp Ser Arg Glu lie Ser Phe Gin 
20 25 30 

Leu Ser Ala Pro His Glu Asp Ala Arg Leu Thr Pro Glu Glu Leu Glu 
35 40 45 

Arg Ala Ser Leu Leu Gin lie Leu Pro Glu Met Leu Gly Ala Glu Arg 
50 55 60 

Gly Asp lie Leu Arg Lys Ala Asp Ser Ser Thr Asn lie Phe Asn Pro 
65 70 75 80 

Arg Gly Asn Leu Arg Lys Phe Gin Asp Phe Ser Gly Gin Asp Pro Asn 
85 90 95 

lie Leu Leu Ser His Leu Leu Ala Arg lie Trp Lys Pro Tyr Lys Lys 
100 105 110 

Arg Glu Thr Pro Asp Cys Phe Trp Lys Tyr Cys Val 
115 120 



<210> 2 
<211> 104 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 2 

Leu Pro Leu Leu Asp Ser Arg Glu lie Ser Phe Gin Leu Ser Ala Pro 
1 5 10 15 

His Glu Asp Ala Arg Leu Thr Pro Glu Glu Leu Glu Arg Ala Ser Leu 
20 25 30 

Leu Gin He Leu Pro Glu Met Leu Gly Ala Glu Arg Gly Asp He Leu 
35 40 45 

Arg Lys Ala Asp Ser Ser Thr Asn He Phe Asn Pro Arg Gly Asn Leu 
50 55 60 

Arg Lys Phe Gin Asp Phe Ser Gly Gin Asp Pro Asn He Leu Leu Ser 
65 "70 75 80 

His Leu Leu Ala Arg He Trp Lys Pro Tyr Lys Lys Arg Glu Thr Pro 
85 90 95 

Asp Cys Phe Trp Lys Tyr Cys Val 
100 




2 



<210> 3 

<211> 11 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 3 

Glu Thr Pro Asp Cys Phe Trp Lys Tyr Cys Val 
15 10 



<210> 4 ' - - ' . ■ 

<211> 551 : ' 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<4oo> 4 ' _ " "— ' : 

ccaagaagga agccgtctat' cttgtggcga tcatgtataa gctggcctcc tgctgtttgc 60 

ttttcatagg attcttaaat cctctcttat ctcttcctct_ ccttgactcc agggaaatat 120- 

cctttcaact ctcagcacct, catgaagacg cgcgcttaac tccggaggag ctagaaagag 180 

cttcccttct acagata'ctg ccagagatgc tgggtgcaga aagaggggat attctcagga 240 

aagcagactc aagtaccaac atttttaacc caagaggaaa tttgagaaag^tttcaggatt 300 

tctctggaca agatcctaac attttactga gtcatctttt ggccagaatc tggaaaccat 360 

acaagaaacg tgagactcct gattgcttct ggaaatactg tgtctgaagt gaaataagca 420 

tctgttagtc agctcagaaa- cacccatctt agaatatgaa aaataacaca atgcttgatt 480 

tgaaaacagt gtggagaaaa actaggcaaa ctacaccctg ^ttcattgtta . cctggaaaat 540 
aaatcctcta t , 551 

<2io> 5 :i -^'.-; ' . vv. 1 -. ■ ... 

<211> 315 ".: 

<212> ADN , ' .'v. - 

<213> Homo sapiens 



cttcctctcc ttgactccag ggaaatatcc tttcaactct cagcacctca tgaagacgcg 60 

cgcttaactc cggaggagct agaaagagct tcccttctac. agatactgcc agagatgctg 120 

ggtgcagaaa gaggggatat tctcaggaaa gcagactcaa gtaccaacat ttttaaccca 180 

agaggaaatt tgagaaagtt tcaggatttc tctggacaag:'atcctaacat ■; tttactgagt 240 

catcttttgg ccagaatctg gaaaccatac aagaaacgtg : agactcctga ttgcttctgg 300 

aaatactgtg tctga - 315 

<210>-6 

<211> .36 ■ 

<212> ADN ~„ " " 

,<213> Homo sapiens.-. "v ... ■'-:.<•■■■ 



<400> 5 



<400> 6 v " 

gagactcctg' attgcttctg gaaatactgt gtctga 



36 




<400> 7 -. . 
aacccaagag gaaatttgag aaagtt 



26 



<210> 8 
<211> 25 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



<400> 8 

ccaggtaaca atgaacaggg tgtag 



25 



<210> 9 
<211> 7 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 9 

Cys Phe Trp Lys Tyr Cys Val 
1 5 



<210> 10 
<211> 19 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<400> 10 

ctgccagaga tgctgggtg 

<210> 11 
<211> 24 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<400> 11 

gacacagtat ttccagaagc aatc 

<210> 12 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<400> 12 

cctcctgctg tttgcttttc 

<210> 13 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



19 



24 



20 



<400> 13 

cccagcatct ctggcagtat 



20 



<210> 14 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<400> 14 

gaagccgtct atcttgtggc 

<210> 15 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<400> 15 

cgtctatctt gtggcgatca 

<210> 16 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<400> 16 

cgtcttcatg aggtgctgag 

<210> 17 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



20 



20 



20 



<400> 17 

ggaagccgtc tatcttgtgg 



20 



<210> 18 
<211> 529 
<212> ADN 
<213> Rattus sp. 



<400> 18 

cggagcagac 

ctgctcttcg 

atgtctcttc 

aggactgccc 

ggccaggcag 

actgggcaag 

aagcaacacg 

cctcagaacc 

aacgccccgt 



acccagccag 
taggactcct 
agcttccagt 
tcctgcagac 
atcccagtgc 
attctaacac 
ggactgcccc 
atcacttcag 
tctccactat 



acttcttccc 
gaatccactc 
gcttgaggaa 
gctgcgccag 
cgagactccc 
tgtactgagc 
agaatgcttc 
gaaactaaag 
gagaaataaa 



gtcgtcatgg 
ctgtcttttc 
aatgctcttc 
accgtgggca 
actccaaggg 
cgtcttttgg 
tggaagtact 
agcagatgct 
ccctctatgt 



acagggtgcc 
ccgtcacgga 
gggctctgga 
cagaagcaga 
gaagcttgag 
cgagaaccag 
gcatttgaag 
tgaagaaaaa 
ttctcaact 



cttctgctgc 60 
cactggtgaa 120 
ggagctggag 180 
gggaagcctt .240 
gaaggctctc 300 
gaaacaacgt 360 
agagacgtct 420 
tcgtgccaac .480 
529 



<210> 19' 
<211> 312 
<212> ADN 
<213> Rattus sp. 



<400> 19 

tttcccgtca 

cttcgggctc 

ggcacagaag 

aggggaagct 

ttggcgagaa 

tactgcattt 



cggacactgg 
tggaggagct 
cagagggaag 
tgaggaaggc 
ccaggaaaca 
ga 



tgaaatgtct 
ggagaggact 
ccttggccag 
tctcactggg 
acgtaagcaa 



ettcagcttc 
gccctcctgc 
gcagatccca 
caagattcta 
cacgggactg 



cagtgcttga 
agacgctgcg 
gtgccgagac 
acactgtact 
ccccagaatg 



ggaaaatgct 60 
ccagaccgtg 120 
tcccactcca 180 
gagccgtctt 240 
cttctggaag 300 
312 



<210> 20 
<2il> 42 

<212> ADN ■ ■ ■ 

<213> Rattus exulans 

<400> 20 - 

caacacggga ctgccccaga atgcttctgg aagtactgca ■.. tt 

<210> 21 
<211> 20 

<212> ADN . . . 

<213> MUS ": ■■ 

<400> 21 

agcttccagt gcttgaggaa/: 

<210> 22 ,. - ■ ' 

<211> 20 . 
<212> ADN 

<213V MUS " ' • 

<400> 22\ , . ... 

gttagaattt ■ tgcccagcga 

<210> 23 "■ 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> MUS 



42 



20 



20 



<400> 23 

gcttccagtg cttgaggaag 

<210> 24 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> MUS 



20 



<400> 24 

tctgctgcct gctcttcata 



20 



<210> 25 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> MOS 

<400> 25 

acggacactg gtgagaggac 

<210> 26 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> MUS 



<400> 26 

gagcgtcttc ctcaagcact 

<210> 27 
<211> 539 
<212> ADN 
<213> MUS 



20 



20 



<400> 27 

cgagagcaga cgcccagacg gacttctcgc cgcatcatgg acagggtgcc cttctgctgc 60 

ctgctcttca taggacttct gaatccactg ctgtcccttc ccgtcacgga cactggtgag 120 

aggactcttc agcttccagt gcttgaggaa gacgctcttc gggctctgga ggagctggag 180 

aggatggccc tcctgcagac cctgcgtcag accatgggca cggaagcagg ggagagccct 240 

ggagaagcag gtcccagcac tgagactccc actccacggg gaagcatgag gaaggctttc 300 

gctgggcaaa attctaacac tgtactgagt cgtctcttgg caagaaccag gaaacaacat 360 

aagcaacacg gggctgcccc agagtgcttc tggaaatact gcatttgagg agacacaagc 4 20 

gcccgttggt ctctcagaac cattacattc aggaaacggg cagagcagat gcttgaagca 4 80 

aaatcacgct aacgacgcct tgttcttcat tatgagaaat aaatcctcta tgtttctca 539 

<210> 28 
<211> 443 
<212> ADN 
<213> MUS 

<400> 28 

cttcccgtca cggacactgg tgagaggact cttcagcttc cagtgcttga ggaagacgct 60 

cttcgggctc tggaggagct ggagaggatg gccctcctgc agaccctgcg tcagaccatg 120 

ggcacggaag caggggagag ccctggagaa gcaggtccca gcactgagac tcccactcca 180 

cggggaagca tgaggaaggc tttcgctggg caaaattcta acactgtact gagtcgtctc 2 40 

ttggcaagaa ccaggaaaca acataagcaa cacggggctg ccccagagtg cttctggaaa 300 

tactgcattt gaggagacac aagcgcccgt tggtctctca gaaccattac attcaggaaa 360 

cgggcagagc agatgcttga agcaaaatca cgctaacgac gccttgttct tcattatgag 420 
aaataaatcc tctatgtttc tea 4 43 

<210> 29 
<211> 309 
<212> ADN 
<213> MUS 

<400> 29 

cttcccgtca cggacactgg tgagaggact cttcagcttc cagtgcttga ggaagacgct 60 

cttcgggctc tggaggagct ggagaggatg gccctcctgc agaccctgcg tcagaccatg 120 

ggcacggaag caggggagag ccctggagaa gcaggtccca gcactgagac tcccactcca 180 

cggggaagca tgaggaaggc tttcgctggg caaaattcta acactgtact gagtcgtctc 240 

ttggcaagaa ccaggaaaca acataagcaa cacggggctg ccccagagtg cttctggaaa 300 
tactgeatt 309 



<210> 30 
<211> 123 
<212> PRT 
<213> Rattus sp. 



<400> 30 

Met Asp Arg Val Pro Phe Cys Cys 
1 5 

Pro Leu Leu Ser Phe Pro Val Thr 
20 



Leu Leu Phe Val Gly Leu Leu Asn 

10 15 

Asp Thr Gly Glu Met Ser Leu Gin 
25 30 



Leu Pro Val Leu Glu Glu Asn Ala Leu Arg Ala L u Glu Glu Leu Glu 

35 40 45 

Arg Thr Ala Leu Leu Gin Thr Leu Arg Gin Thr Val Gly Thr Glu Ala 

50 55 60 

Glu Gly Ser Leu Gly Gin Ala Asp Pro Ser Ala Glu Thr Pro Thr Pro 

65 70 75 80 

Arg Gly Ser Leu Arg Lys Ala Leu Thr Gly Gin Asp Ser Asn Thr Val 

85 90 . 95 

Leu Ser Arg Leu Leu Ala Arg. Thr Arg Lys Gin Arg Lys Gin His. Gly 

100 105 110 

Thr Ala Pro Glu Cys Phe Trp Lys Tyr Cys lie 

115 " 120 , - J - . 



<210> 31 .-• 

<211> 103 S... 

<212> PRT 

<213> Rattus sp. 

<400> 31 .' ' 

Phe Pro Val Thr Asp Thr Gly Glu Met Ser Leu Gin Leu Pro Val Leu 
1 5 10 15 

Glu Glu Ash Ala Leu Arg Ala Leu Glu Glu Leu; Glu Arg Thr Ala Leu 

20 ' ' ' 25 ■ , 30 

Leu Gin Thr Leu Arg Gin Thr Val Gly Thr Glu Ala Glu Gly Ser Leu 

35 ' 40 : - 45 

Gly Gin Ala Asp Pro Ser Ala Glu Thr Pro Thr Pro. Arg Gly Ser Leu 
50 55 60 

Arg Lys Ala Leu Thr Gly Gin Asp Ser Asn Thr Val Leu Ser Arg Leu 
65 70 75 80 

Leu Ala Arg Thr Arg Lys Gin Arg Lys Gin His Gly Thr- Ala Pro Glu 
85 90 95 

Cys Phe Trp Lys Tyr Cys lie ■ 



<210> 32 

<211> 14 ' • \ 

<212> PRT \. v '•■'i^ 

<213> Rattus. "sp. - .:, 

<400>, 32 ■ ,.- 

Gin His Gly Thr Ala, Pro Glu Cys 'Phe Trp Lys Tyr Cys lie 

1 ■ 5 ' 10 . •• ' 



<210> 33 
<211> 123 

<212> PRT ■ ' 

<213> MUS 

<400> 33 

Met Asp Arg Val Pro Phe Cys Cys Leu Leu Phe He Gly Leu Leu Asn 
1 5 10 15 

Pro Leu Leu Ser Leu Pro Val Thr Asp Thr Gly Glu Arg Thr Leu Gin 
20 25 30 

Leu Pro Val Leu Glu Glu Asp Ala Leu Arg Ala Leu Glu Glu Leu Glu 
35 40 45 



Arg Met Ala Leu Leu Gin Thr Leu Arg Gin Thr Met Gly Thr Glu Ala fc« u$i® * 
50 55 60 

Gly Glu Ser Pro Gly Glu Ala Gly Pro Ser Thr Glu Thr Pro Thr Pro 
65 70 75 80 

Arg Gly Ser Met Arg Lys Ala Phe Ala Gly Gin Asn Ser Asn Thr Val 
85 90 95 

Leu Ser Arg Leu Leu Ala Arg Thr Arg Lys Gin His Lys Gin His Gly 
100 105 110 

Ala Ala Pro Glu Cys Phe Trp Lys Tyr Cys lie 
115 120 

<210> 34 
<211> 103 
<212> PRT 
<213> MOS 

<400> 34 

Leu Pro Val Thr Asp Thr Gly Glu Arg Thr Leu Gin Leu Pro Val Leu 
1 5 10 15 

Glu Glu Asp Ala Leu Arg Ala Leu Glu Glu Leu Glu Arg Met Ala Leu 
20 25 30 

Leu Gin Thr Leu Arg Gin Thr Met Gly Thr Glu Ala Gly Glu Ser Pro 
35 40 45 

Gly Glu Ala Gly Pro Ser Thr Glu Thr Pro Thr Pro Arg Gly Ser Met 
50 55 60 

Arg Lys Ala Phe Ala Gly Gin Asn Ser Asn Thr Val Leu Ser Arg Leu 
65 70 75 80 

Leu Ala Arg Thr Arg Lys Gin His Lys Gin His Gly Ala Ala Pro Glu 
85 90 95 

Cys Phe Trp Lys Tyr Cys lie 
100 

<210> 35 
<211> 17 
<212> PRT 
<213> MUS 

<400> 35 

Gin His Lys Gin His Gly Ala Ala Pro Glu Cys Phe Trp Lys Tyr Cys 
15 10 15 

lie 



<210> 36 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Rattus sp. 

<400> 36 

gctctcactg ggcaagattc 20 

<210> 37 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Rattus sp. 



<400> 37 

tctcatagtg gagaacgggg 



20 



8 



4* 



<210> 38 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Rattus sp. 

<400> 38 

ggaagcttga ggaaggctct 20 

<210> 39 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Rattus sp. . 
<400> 39 

agcttccagt gcttgaggaa 20 
<210> 40 

<211> 20 " 
<212> ADN 

<213> Rattus sp. . .-, .. J,.. 

<400> 40 

gaatcttgcc cagtgagagc . . - . 20 

<210> 41 , 1 ... >' 

<211> 20 

<212> ADN ' ,-• 

<213> Rattus sp. .. . . 

<400> 41 

gtactgagcc gtcttttggc 1 ;■ 20 

<210> 42 ■ 
<211>. 20 

<212> ADN . \ . 

<213> Rattus exulans 



<210> 43 
<211> 30 
<2125 ; 'ADN 

<213> Rattus sp. ■ ■ •'" .' . • - 

<400> 43 ' ' •.,-.■> -v- 1 

gtgcccacgg tctggcgcag- cgtctgcagg . : 30/ 

<210> 4 4 • " . - ; 

<211> 30 " 

<212> ADN , . '"- 

<213> MUS ••' . ' 



<40.0> 42 

tgcctgctct tcgtaggact 



20 



<400> 44 . 

tcccctgctt ccgtgcccat ggtctgacgc 



30. 



7 



. les sequences SEQ ID NO:24 (positions 131-150 de la sequence 

SEQ ID NO:27) et SEQ ID NO:22 ; 

. les sequences SEQ ID NO:25 (positions 295-314 de la sequence 

SEQ ID NO:27) et SEQ ID NO:22 ; 
5 . les sequences SEQ ID NO:24 et SEQ ID NO:26 (positions 322-341 

de la sequence SEQ ID NO:27). 

- des fragments, aptes a servir de sondes : sequence SEQ ID NO:27 
et les fragments constitues de 20 a 50 nucleotides de la sequence SEQ ID NO:27 et 
notamment la sequence SEQ ID NO :44 (positions 204-233 de la sequence SEQ ID 
10 NO:27). 

Les conditions d'hybridation des sondes murines sont similaires a 
celles exposees ci-dessus, pour les sequences humaines. 

Compte tenu des donnees a la disposition des Inventeurs, il n'etait 
pas evident que les mammiferes puissent exprimer une urotensine II et que cette 
1 5 derniere exercat effectivement d'autres effets que des efFets cardiovasculaires. 

Lesdits polypeptides et peptides peuvent etre produits, soit en 
exprimant les sequences d'acides nucleiques telles que definies ci-dessus dans des 
cellules notes, soit par synthese, et notamment par synthese selon la technique de 
Merrifield. 

Les sequences nucleiques ci-dessus definies ont comme premiere 
application de detecter soit la presence ou l'absence de l'ARNm codant pour une uro- 
tensine n de mammifere et notamment pour l'urotensine II humaine dans des echan- 
tillons biologiques (biopsies, par exemple), notamment chez des sujets presentant une 
pathologie neurodegenerative ou un traumatisme de la moelle epiniere, soit de detecter 
une mutation dans la sequence du gene ou de l'ARNm codant pour l'urotensine 
(confparaison avec les sequences d'acides nucleiques selon l'invention). 

Les sequences nucleiques ci-dessus definies ont comme deuxieme 
application, la production de vecteurs aptes a exprimer les precurseurs de rurotensine 
II humaine, notamment dans le cadre d'une therapie genique ciblee. 

La presente invention a egalement pour objet une cellule transformee 
par au moins un fragment d'acide nucleique tel que defini ci-dessus. 

La presente invention a egalement pour objet des compositions 
pharmaceutiques, caracterisees en ce qu'elles comprennent au moins un peptide tel 



20 



30 
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REVENDICATIONS 

1°) Peptides, isoles de mamrniferes, caracterises en ce qu'ils 
comprennent a leur extremite C-terminale un heptapeptide presentant la sequence 
suivante : Cys-Phe-Trp-Lys-Tyr-Cys-Xaa (SEQ ID NO:9) dans laquelle Xaa repre- 
5 sente Val ou He, en ce qu'ils appartiennent a la famille des urotensines II et en ce 
qu'ils presentent au moins 45 %, et de preference au moins 70 % de similarity avec le 
polypeptide de sequence SEQ ID NO:l, correspondant a la prepro-urotensine II 
humaine. 

2°) Peptide de mammifere selon la revendication 1 , caracterise en ce 
10 qu'il. est selectionne dans le groupe constitue par les sequences humaines SEQ ID 
NO :l-3, par les sequences de rat SEQ ID: 30-32 et par les sequences de souris SEQ 
ID :33-35. \'- : \ ' ', >: .. 

3°) Fragment d'acide nucleiqiie purifie, caracterise en ce . qu'il 
comprend tout ou partie d'une sequence codaht pour un peptide selon la revendication 
15 1 ou la revendication 2 ou sa sequence : cpniplementaire. , 

4°) Fragment d'acide hucleique selon la revendication 3, caracterise 
en ce qu'il est selectionne dans le groupe constitue par les sequences SEQ ID NO^^, 
les sequences SEQ ID NO: 1 8-20 et les sequences SEQ ID NO:27-29. 

1 5°) Vecteur recombinant contenaht uii fragment d'acide nucleique 
20 selon la revendication 3 ou la revendication 4. - . . ' 

6°) Cellule transformde par au moins un fragment d'acide nucleique 
selon la revendication. 3 ou la revendication 4. - : ' . / „ 

7°) Reactif ide detection d!un fragment d'acide nucleique selon la 
revendication 3 ou la revendication 4, caracterise en ce qu'il comprend entre 20 %\ 50 
25 nucleotides de la sequence SEQ ID NO:4, de la sequence SEQ ID NO:18 ou de la 
sequence SEQ ID NO:27. 

8°) Reactif selon la revendication 7, caracterise en ce qu'il est selec- 
tionne dans le groupe constitue par : 

- un fragment de la sequence codant pour la prepro-urotensine II 
30 humaine, codant pour un dipeptide (Pro-Tyr), en amont du site de clivage tribasique, 



17 



lui-meme situe juste en amont de la sequence codant pour Furotensine II humaine et 

specifique de ladite sequence humaine ; 

- des fragments, aptes a servir d'amorces : SEQ ID NO:7 et NO:8, 

SEQ ID NO:10-17 ; SEQ ID NO:21-26 ; SEQ ID NO:36-42, et 
5 - des fragments, aptes a servir de sondes : sequence SEQ ID NO:4 et 

les fragments constitues de 20 a 50 nucleotides de ladite sequence SEQ ID NO:4 ; 

sequence SEQ ID NO :18 et les fragments constitues de 20 a 50 nucleotides de ladite 

sequence SEQ ID NO: 18 et sequence SEQ ID NO :27 et les fragments constitues de 

20 a 50 nucleotides de ladite sequence SEQ ID NO:27. 
10 9°) Compositions pharmaceutiques, caracterisees en ce qu'elles 

comprennent au moins un peptide selon l'une quelconque des revendications 1 ou 2 ou 

une sequence d'acide nucleique selon l'une quelconque des revendications 3 et 4 

codant pour tout ou partie desdits peptides, associe a au moins un vehicule pharma- 

ceutiquement acceptable. 
]5 io°) Utilisation d'une pro-urotensine II ou d'une urotensine II pour 

la preparation d'un medicament destine a traiter les maladies neurodegeneratives de la 
moelle epiniere ou amyotrophies spinales, les traumatismes de la moelle epiniere. 

11°) Procede de detection de la presence ou de l'absence d'un 
ARNm codant pour une urotensine II de mammifere, notamment chez des sujets 
20 presentant une pathologie neurodegenerative ou un traumatisme de la moelle epiniere 
par mise en contact d'un echantillon biologique, convenablement traite, avec au moins 
un reactif selon la revendication 7 ou la revendication 8. 

12°) Procede de detection d'une mutation dans la sequence du gene 
ou de l'AKNm codant pour l'urotensine, caracterise en ce qu'il comprend l'extraction 
25 dudit ADN ou dudit ARNm a partir d'un echantillon biologique et sa comparaison 
avec les sequences d'acides nucleiques selon la revendication 3 ou la revendication 4. 

13°) Kit de diagnostic, caracterise en ce qu'il comprend au moins 
une sequence selon l'une quelconque des revendications 3 ou 4, apte a detecter la 
presence d'un ARNm, eventuellement modifie, codant pour une urotensine II de 
30 mammifere dans un echantillon biologique. 




14°) Utilisation des peptides tels que definis a la revendication 1 ou 
la revendication 2, pour la selection d'anti-hypertenseurs. 
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LI STAGE DE SEQUENCE 

<110> INSTITOT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA RECHERCHE M 

<120> UROTENSINE II DE MAMMIFERE ET SES APPLICATIONS. 

<130> BLOcp598EXT25 

<140> 
<141> 

<160> 44 

<170> Patentln Vers. 2.0 

<210> 1 
<211> 124 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 1 

Met Tyr Lys Leu Ala Ser Cys Cys Leu Leu Phe lie Gly Phe Leu Asn 
15 10 15 

Pro Leu Leu Ser Leu Pro Leu Leu Asp Ser Arg Glu He Ser Phe Gin 
20 25 30 

Leu Ser Ala Pro His Glu Asp Ala Arg Leu Thr Pro Glu Glu Leu Glu 
35 40 45 

Arg Ala Ser Leu Leu Gin He Leu Pro Glu Met Leu Gly Ala Glu Arg 
50 55 60 

Gly Asp He Leu Arg Lys Ala Asp Ser Ser Thr Asn He Phe Asn Pro 
65 70 75 80 

Arg Gly Asn Leu Arg Lys Phe Gin Asp Phe Ser Gly Gin Asp Pro Asn 
85 90 95 

He Leu Leu Ser His Leu Leu Ala Arg He Trp Lys Pro Tyr Lys Lys 
100 105 110 

Arg Glu Thr Pro Asp Cys Phe Trp Lys Tyr Cys Val 
115 120 



<210> 2 
<211> 104 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 2 

Leu Pro Leu Leu Asp Ser Arg Glu He Ser Phe Gin Leu Ser Ala Pro 
15 10 15 

His Glu Asp Ala Arg Leu Thr Pro Glu Glu Leu Glu Arg Ala Ser Leu 
20 25 30 

Leu Gin He Leu Pro Glu Met Leu Gly Ala Glu Arg Gly Asp He Leu 
35 40 45 

Arg Lys Ala Asp Ser Ser Thr Asn He Phe Asn Pro Arg Gly Asn Leu 
50 .55 60 

Arg Lys Phe Gin Asp Phe Ser Gly Gin Asp Pro Asn He Leu Leu Ser 
65 70 75 80 

His Leu Leu Ala Arg He Trp Lys Pro Tyr Lys Lys Arg Glu Thr Pro 
85 90 95 

Asp Cys Phe Trp Lys Tyr Cys Val 
100 " 



20 



<210> 3 
<211> H 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 3 

Glu Thr Pro Asp Cys Phe Trp Lys Tyr Cys Val 

1 5 10. .... 



<210> 4 

<211> 551 

<212> ADN - 

<213> Homo sapiens 

<400> 4 ' 

ccaagaagga agccgtctat cttgtggcga tcatgtataa gctggcctcc tgctgtttgc 60. 
ttttcatagg attcttaaat; cctctcttat ctcttcctct ccttgactcc, agggaaatat 120 
cctttcaact ctcagcacct catgaagacg cgcgcttaac tccggaggag ctagaaagag 180 
cttcccttct acagatactg ccagagatgc -tgggtgcaga aagaggggat attctcagga 24 0 
aagcagactc aagtaccaac atttttaacc caagaggaaa tttgagaaag ttfccaggatt 300 
tctctggaca agatcctaac attttactga gtcatctttt ggccagaatc tggaaaccat 360 
acaagaaacg tgagactcct gattgcttct gg'aaatactg tgtctgaagt gaaataagca 420 
tctgttagtc agctcagaaa cacccatctt agaatatgaa aaataacaca atgcttgatt . 480 
tgaaaacagt gtggagaaaa actaggcaaa ctacaccctg ttcattgtta cctggaaaat 54 0 
aaatcctcta t , ' 551 

<210> 5 . ■< - ■'' :---"- : -:'v;'-.- 

<211> 315 . .'■ .'.L' " ;' : . 'V;.- 

<212> ADN ' 

<213> Homo sapiens ( ' r , 

<400> 5 V-.;- .. - ", ■■.■]-■ ^ 

cttcctctcc ttgactccag ggaaatatcc tttcaactct cagcacctca tgaagacgcg 60 

cgcttaactc cggaggagct agaaagagct tcccttctac agatactgcc agagatgctg 120 

ggtgcagaaa gaggggatat tctcaggaaa gca"gactcaaV;'gtaccaacat\;tttt:aaccca 180 

agaggaaatt tgagaaagtt tcaggatttc tttggacaag.'atpct^ 240 

catcttttgg ccagaatctg gaaaccatac aagaaacgtg agactcctga ttgcttctgg 300 

aaatactgtg tctga \ ■■?■■[■'* . 'v'-" '- : ^ : 'r X' :r; - i ; '315 

<210> 6 ' ■: '"'".„;-'. • ■■ ':■ ' '■■..■.:?>■:.>' 

<211> 36. ■ -r] ; ■ \':- J .;L , ■■ '.. ^ ~ 

<212> ADN •: ■ " V 

<213> Homo sapiens " ; - \' :'V." *■•■'',-';•'-;• •-,„. ' <'.;';„•; 

<400> 6 .•- ' ' / 

gagactcctg;attgcttctg gaaatactgt gtctga V 36 

<210>\7 • ' :• - % - ;V 

<211> 26 ; . " -v. - ' 

<212> ADN ' . . " ,.- 

<213> Homo sapiens 

<400> 7 

aacccaagag gaaatttgag aaagtt .... ' 26 

<210> 8 
<211> 25 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



<400> 8 

ccaggtaaca atgaacaggg tgtag 



25 
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<210> 9 

<211> 7 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 9 

Cys Phe Trp Lys Tyr Cys Val 
1 5 



<210> 10 

<211> 19 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<400> 10 

ctgccagaga tgctgggtg 

<210> 11 

<211> 24 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<400> 11 

gacacagtat ttccagaagc aatc 

<210> 12 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<400> 12 

cctcctgctg tttgcttttc 

<210> 13 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



19 



24 



20 



<400> 13 

cccagcatct ctggcagtat 



20 



<210> 14 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<400> 14 

gaagccgtct atcttgtggc 

<210> 15 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<400> 15 

cgtctatctt gtggcgatca 

<210> 16 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



20 



20 



<400> 16 

cgtcttcatg aggtgctgag 

<210> 17 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



20 



22 



<400> 17 

ggaagccgtc tatcttgtgg 

<210> 18 
<211> 529 
<212> ADN 
<213> Rattus sp. 



20 



<400> 18 

cggagcagac 

ctgctcttcg 

atgtctcttc 

aggactgccc 

ggccaggcag 

actgggcaag 

aagcaacacg 

cctcagaacc 

aacgccccgt •• 



acccagccag 
taggactcct 
agcttccagt 
tcctgcagac 
atcccagtgc 
attctaacac 
ggactgcccc 
atcacttcag 
tctccactat 



acttcttccc 
gaatccactc 
gcttgaggaa 
gctgcgccag 
cgagactccc 
tgtactgagc 
agaatgcttc 
gaaactaaag 
gagaaataaa 



<210> 19 
<211> 312 
<212> ADN Y 
<213> Rattus sp. 



<400> 19 

tttcccgtca 

cttcgggctc 

ggcacagaag 

aggggaagct 

ttggcgagaa 

tactgcattt 



cggacactgg 
tggaggagct 
cagagggaag 
tgaggaaggc 
ccaggaaaca 



tgaaatgtct 
ggagaggact 
ccttggccag 
tctcactggg 
acgtaagcaa 



gtcgtcatgg 
ctgtcttttc 
aatgctcttc 
accgtgggca 
actccaaggg 
cgtcttttgg 
tggaagtact 
agcagatgct 
ccctctatgt 



acagggtgcc 
ccgtcacgga 
gggctctgga 
cagaagcaga 
gaagcttgag 
cgagaaccag 
gcatttgaag 
tgaagaaaaa 
ttctcaact 



cttctgctgc 60 
cactggtgaa 120 
ggagctggag 180 
gggaagc'ctt .--240 
gaaggctctc 300 
gaaacaacgt 360 
agagacgtct 420 
tcgtgccaac 480 
• 529 



cttcagcttc 
gccctcctgc 
gcagatccca 
caagattcta 
cacgggactg 



cagtgcttga 
agacgctgcg 
gtgccgagac 
acactgtact 
ccccagaatg 



ggaaaatgct- .60*" 
ccagaccgtg 120 
tcccactcca 180; 
gagccgtctt 240; 
cttctggaag 300 
312 



<210> 20 
<211> 42 
<212> ADN 

<213>- Rattus exulans 
<400> 20 

caacacggga ctgccccaga. atgcttctgg aagtactgca tt 



42 



<210> 21 
<211> 20 
<212> ADN 

<213>! MUS V, ' : 

<400> 21 \ 
agcttccagt gcttgaggaa 

<240> 22 

<2ii> 20 - r;; 

<212>'\ADN 
<213>\MUS 

<400> 22 

gttagaattt tgcccagcga 

<210> 23 ^* 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> MUS 



20 



20' 



<400> 23 

gcttccagtg cttgaggaag 

<210> 24 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> MUS 



20 



<40O> 24 

tctgctgcct gctcttcata 



20 



23 



<210> 25 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> MUS 

<400> 25 

acggacactg gtgagaggac 

<210> 26 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> MDS 

<400> 26 

gagcgtcttc ctcaagcact 



20 



20 



<210> 27 
<211> 539 
<212> ADN 
<213> MOS 

<400> 27 

cgagagcaga 

ctgctcttca 

aggactcttc 

aggatggccc 

ggagaagcag 

gctgggcaaa 

aagcaacacg 

gcccgttggt 

aaatcacgct 

<210> 28 
<211> 443 
<212> ADN 
<213> MUS 

<40O> 28 

cttcccgtca 

cttcgggctc 

ggcacggaag 

cggggaagca 

ttggcaagaa 

tactgcattt 

cgggcagagc 

aaataaatcc 

<210> 29 
<211> 309 
<212> ADN 
<213> MUS 



cgcccagacg 
taggacttct 
agcttccagt 
tcctgcagac 
gtcccagcac 
attctaacac 
gggctgcccc 
ctctcagaac 
aacgacgcct 



gacttctcgc 
gaatccactg 
gcttgaggaa 
cctgcgtcag 
tgagactccc 
tgtactgagt 
agagtgcttc 
cattacattc 
tgttcttcat 



cgcatcatgg 
ctgtcccttc 
gacgctcttc 
accatgggca 
actccacggg 
cgtctcttgg 
tggaaatact 
aggaaacggg 
tatgagaaat 



acagggtgcc 
ccgtcacgga 
gggctctgga 
cggaagcagg 
gaagcatgag 
caagaaccag 
gcatttgagg 
cagagcagat 
aaatcctcta 



cttctgctgc 60 
cactggtgag 120 
ggagctggag 180 
ggagagccct 240 
gaaggctttc 300 
gaaacaacat 360 
agacacaagc 420 
gcttgaagca 480 
tgtttctca 539 



cggacactgg 
tggaggagct 
caggggagag 
tgaggaaggc 
ccaggaaaca 
gaggagacac 
agatgcttga 
tctatgtttc 



tgagaggact 
ggagaggatg 
ccctggagaa 
tttcgctggg 
acataagcaa 
aagcgcccgt 
agcaaaatca 
tea 



cttcagcttc 
gccctcctgc 
gcaggtccca 
caaaattcta 
caeggggctg 
tggtctctca 
cgctaacgac 



cagtgcttga 
agaccctgcg 
gcactgagac 
acactgtact 
ccccagagtg 
gaaccattac 
gccttgttct 



ggaagacget 60 
tcagaccatg 120 
tcccactcca 180 
gagtegtetc 240 
cttctggaaa 300 
attcaggaaa 360 
tcattatgag 420 
443 



<400> 29 

cttcccgtca 

cttcgggctc 

ggcacggaag 

cggggaagca 

ttggcaagaa 

tactgeatt 



cggacactgg 
tggaggagct 
caggggagag 
tgaggaaggc 
ccaggaaaca 



tgagaggact 
ggagaggatg 
ccctggagaa 
tttcgctggg 
acataagcaa 



cttcagcttc 
gccctcctgc 
gcaggtccca 
caaaattcta 
caeggggctg 



cagtgcttga 
agaccctgcg 
gcactgagac 
acactgtact 
ccccagagtg 



ggaagacget 60 
tcagaccatg 120 
tcccactcca 180 
gagtegtetc 240 
cttctggaaa 300 
309 



<210> 30 
<211> 123 
<212> PRT 
<213> Rattus sp. 

<400> 30 

Met Asp Arg Val Pro Ph Cys Cys Leu Leu Phe Val Gly Leu Leu Asn 
1 5 10 15 

Pro Leu Leu Ser Phe Pro Val Thr Asp Thr Gly Glu Met Ser Leu Gin 
20 25 30 



24 

Leu Pro Val Leu Glu Glu Asn Ala Leu Arg Ala Leu Glu Glu Leu Glu 
35 40 45 

Arg Thr Ala Leu Leu Gin Thr Leu Arg Gin Thr Val Gly Thr Glu Ala 
50 55 60 

Glu Gly Ser Leu Gly Gin Ala Asp Pro Ser Ala Glu Thr Pro Thr Pro 
65 70 75 80 

Arg Gly Ser Leu Arg Lys Ala Leu Thr Gly Gin Asp Ser Asn Thr Val 
85 90 95 

Leu Ser Arg Leu Leu Ala Arg. Thr Arg Lys Gin Arg Lys Gin His Gly 

100 ' 105 ... 110 

Thr Ala Pro Glu Cys Phe Trp Lys Tyr Cys lie 

115 -•. 120 



<210> 31 , • •• 

<211> 103 : , . 

<212> PRT 

<213> Rattus sp. 

<400> 31 j 

Phe Pro Val Thr Asp Thr Gly Glu Met'Ser Leu Gin Leu. Pro Val Leu 

1 5 10 ' ■" >.■;.■>■•■•■"" 15 

Glu Glu Asn Ala Leu Arg Ala Leu Glu Glu Leu Glu Arg Thr Ala Leu 
20 25 30 ■ 

Leu Gin Thr Leii Arg Gin Thr Val Gly Thr Glu Ala Glu Gly Ser, Leu 
35 40 45 

Gly Gin Ala Asp Pro Ser Ala Glu Thr Pro Thr Pro Arg Gly Ser Leu 

50 - 55 60 

Arg Lys Ala Leu Thr Gly Gin Asp Ser Asn Thr Val Leu Ser Arg Leu 
65 70- 75 80 

Leu Ala Arg Thr Arg Lys ' Gin- Arg Lys Gin His Gly Thr Ala Pro Glu 
85 90 95 

Cys Phe Trp Lys Tyr Cys He . ■ . ; ,,: 

100 , '-..I:;-' 



<2io> 32 , • 

<211> 14 •""*.' , \ 

<212> PRT ; -< f ' v ,. 

<213>. Rattus -sp. X -^V< 

<400> 32 ' ... " :., v ; ; 

Gin His Gly Thr Ala" Pro Glu Cys Phe Trp Lys- Tyr- Cys He 

1 V . ,5 , 10 • - • ■ 



<210> 33 - ; - ■ 

<211> 123 
<212> PRT 
<213> MUS 

<400> 33 

Met Asp Arg Val Pro Phe Cys Cys Leu Leu Phe He Gly Leu Leu Ash 
15 10 15 

Pro Leu Leu Ser Leu Pro Val Thr Asp Thr Gly Glu Arg Thr Leu Gin 
20 25 30 



Leu Pro Val Leu Glu Glu Asp Ala Leu Arg Ala Leu Glu Glu Leu Glu 
35 40 45 



Arg Met % Ala Leu Leu Gin Thr Leu 
50 55 

Gly Glu Ser Pro Gly Glu Ala Gly 
65 70 

Arg Gly Ser Met Arg Lys Ala Phe 
85 

Leu Ser Arg Leu Leu Ala Arg Thr 
100 

Ala Ala Pro Glu Cys Phe Trp Lys 

115 120 



25 

Arg Gin Thr Met Gly Thr Glu Ala 
60 

Pro Ser Thr Glu Thr Pro Thr Pro 
75 80 

Ala Gly Gin Asn Ser Asn Thr Val 
90 95 

Arg Lys Gin His Lys Gin His Gly 
105 110 

Tyr Cys lie 



<210> 34 
<211> 103 
<212> PRT 
<213> MUS 

<400> 34 

Leu Pro Val Thr Asp Thr Gly Glu Arg Thr Leu Gin Leu Pro Val Leu 
1 ' 5 10 15 

Glu Glu Asp Ala Leu Arg Ala Leu Glu Glu Leu Glu Arg Met Ala Leu 
20 25 30 

Leu Gin Thr Leu Arg Gin Thr Met Gly Thr Glu Ala Gly Glu Ser Pro 
35 40 45 

Gly Glu Ala Gly Pro Ser Thr Glu Thr Pro Thr Pro Arg Gly Ser Met 
50 55 60 

Arg Lys Ala Phe Ala Gly Gin Asn Ser Asn Thr Val Leu Ser Arg Leu 
65 70 75 80 

Leu Ala Arg Thr Arg Lys Gin His Lys Gin His Gly Ala Ala Pro Glu 
85 90 95 

Cys Phe Trp Lys Tyr Cys lie 
100 



<210> 35 
<211> 17 
<212> PRT 
<213> MUS 

<400> 35 

Gin His Lys Gin His Gly Ala Ala Pro Glu Cys Phe Trp Lys Tyr Cys 
1 5 10 15 



lie 



<210> 36 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Rattus sp. 

<400> 36 

gctctcactg ggcaagattc 

<210> 37 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Rattus sp. 



<400> 37 

tctcatagtg gagaa'cgggg 



20 



26 



<210> 38 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Rattus sp. 

<400> 38 

ggaagcttga ggaaggctct 20 
<210> 39 

<211> 20 ...... * 

<212> ADN 

<213> Rattus sp. 

<400> 39 

agcttccagt gcttgaggaa „ 20 

<210> 40 
<211> 20 
<212> AON 

<213> Rattus sp. ' ... 

<4op> 40 .. ' 'X' " . 

gaatcttgcc cagtgagagc 20 

<2io> 41 /- •■ v ;' : . ■ .' \ 

<2ii> 20 V";;. ' . -• ■<--"" 

<212> ADN ' -J; 
<213> Rattus sp..' v.'-. ■ 

<400> 41 

gtactgagcc gtcttttggc 20 

<210> 42 •<■:■ .. .. ,. 

<211> 20 . .„ -V .,-f= >v ;- 

<212> ADN ■ ' 

<213> Rattus exulans v , ■ 

<400>42 

tgcctgctct tcgtaggact •. . ; ■■■■■ 20 
<2io> 43 ■'■-••:.;••■■>■■■■ • •• r~ ~ ■ , 

<211> 30 
<212> ADN 

<213> Rattus sp. .. " v ■ • ■ . v -'. ' / . 

<400> 43 

gtgcccacgg- tctggcgcag cgtctgcagg 30. / 

<2io> 44 ■•' „ S ■ ' / . 

<211>, 30 . ' V:r' . V '% 

<2i2> adn • x -v.;./-. . : •' 

<213> MUS *■ -,. • . - " . 



<400> 44' ; 

tcccctgctt ccgtgcccat ggtctgacgc 



30 
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CCAAGAAGGAAGCCGTCTATCTTGTGGCGATC 



Alb 

Met 


TAT 
Tyr 


AAG 
Lys 


Leu Ala 


TCC 
Ser 


TGG 

Cys' 


TGT 
Cys 


,TTG 
Leu 


PTT 

Leu 


TTC 
J. J. \* 

Phe 


ATA 
lie 


GGA 
Gly 


TTC 
Phe 


TTA 
Leu 










PEPTIDE 


SIGNAL 














AAT 
Asn 


CCT.. 
Pro 


CTC 
Leu 


TTA TCT 
Leu Ser 


CTT 
Leu 


"CCT" 
Pro 


CTC 
Leu 


CTT 
Leu 


GAC 
Asp 


TCC 


AGG 
Arg 


GAA 
Glu 


ATA .TCC 
lie Ser 


TTT 
Phe 


CAA CTC 
Gin Leu 


TCA GCA 
Ser Ala 


CCT 
Pro 


CAT 
His 


GAA 
Glu 


GAC 
Asp 


GCG 
Ala 


tut 
Arg 


TTA ACT 
Leu , Thr 


CCG 
Pro 


GAG 
Glu 












PRO 


-SEGMENT 












GAG 
Glu. 


CTA 
Leu 


GAA AGA GCT 
Glu Arg Ala 


TCC 
Ser 


CTT 
Leu 


CTA 
Leu 


CAG 
Gin 


ATA 
He 


CTG 
Leu 


CCA 

.-Pro 


GAG 
Glu 


ATG 
Met 


CTG 
Leu 


GGT GCA 
Gly Ala 


GAA 
Glu 


AGA GGG GAT 
Arg Gly Asp. 


ATT 
He 


CTC 
Leu 


AGG 
Arg 


AAA 
Lys 


GCA 
Ala 


.GAC 
•Asp 


TCA 
Ser 


AGT. 
Ser 


ACC 
Thr 


AAC..ATT 
Ash lie 


TTT 
Phe 


AAC CCA 
Asn .Pro 


AGA " GGA 
Arg Gly 


AAT 
Asn 


TTG: 
Leu 


AGA 
Arg. 


AAG 
Lys 


TTT 
Phe 


■ . ■ c-i 

CAG ■GAT 
Gin Asp 


TTC 
Phe 


TCT 
Ser 


GGA CAA GAT CCT 
Gly Gin Asp x Pro 


AAC 
Asn 


ATT. 
He 


TTA 
Leu 


CTG 
Leu 


AGT 
Ser 


CAT 
His 


CTT TTG 
Leu Leu 


GCC 

Ala, 


AGA 
Arg 

V 


ATC TGG AAA CCA TAC AAG -AAA CGT -GAG ' ACT- CCT GAT TGC TTC 
lie Trp Lys Pro Tyr Lys Lys "Arg Glu Thr Pro Asp... Cys Phe 


tgg; 

Txp 


AAA 
Lys 


TAC 
Tyr 


TGT 
Cys 


-GTC TGA 
Val *** 












UROTENSINE 


II 





agtgaaataagcatctgttagtcagctcagaaacacccatcttagaatatgaaaaataacaca 
atgcttgatttgaaaacagtgtggagaaaaactaggcaaactacaccctgttcattgttacct 
ggaaaataaatcctctat 



FIGURE 2 
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9 38 - 27 36 45 54 

CGG AGC AGA CAC CCA GCC AGA CTT CTT CCC GTC GTC ATG GAC AGGJ5TG CCC TTC 

Met Asp Arg*"Val~Pro Phe 

4 

63 12 81 * 90 99 108 

TGC TGC CTG CTC TTC GTA GGA CTC CTG AAT CCA CTC CTG TCT TTT CCC GTC ACG 
Cys Cys Leu Leu Phe VaJ Gly Leu Leu Asn Pro Leu Leu Ser Phe Pro Val Thr 



peptide signal 

117 126 135 144 153 162 

GAC ACT GGT GAA ATG TCT CTT CAG CTT CCA GTG CTT GAG GAA AAT GCT CTT CGG 

Asp Thr Gly Glu Met Ser Leu Gin Leu Pro Val Leu Glu Glu Asn Ala Leu Arg 



171 180 189 398 207 216 

GCT CTG OAG GAG CTG GAG AGG ACT GCC CTC CTG CAG ACG CTG CGC CAG ACC GTG 
Ala Leu Glu GJu Leu GJu Arg Thr Ala Leu Leu Gin Thr Leu Arg Gin Thr Val 



pro*- segment 

225 234 243 252 261 270 

GGC ACA GAA GCA GAG GGA AGC CTT GGC CAG GCA GAT CCC AGT GCC GAG ACT CCC 
Gly Thr Glu Ala GJu Gly Ser Leu Gly Gin Ala Asp Pro Ser Ala Glu Thr Pro 



279 288 297 306 , 315 324 

ACT CCA AGG GGA AGC TTG AGG AAG GCT CTC ACT GGG CAA GAT TCT AAC ACT GTA 
Thr Pro Arg Gly Ser Leu Arg Lys Ala Leu Thr Gly Gin A9p Ser Asn Thr Val 



333 342 351 360 369 376 

CTG AGC CGT CTT TTG GCG AGA ACC AGG AAA CAA CGT AAG CAA CAC GGG ACT GCC 
Leu Ser Arg Leu Leu Ala Arg Thr Arg Lys Gin Arg Lys Gin His Gly Thr Ala 



387 396 405 414 423 432 

CCA GAA TGC TTC TGG AAG TAC TGC ATT TCA AGA GAG ACG TCT CCT CAG AAC CAT 
Pro GJu' Cys Phe Trp Lys Tyr Cys Jle *** 



Urotensinell 

441 450 459 468 477 486 

CAC TTC AGG AAA CTA AAG AGC ACA TGC TTG AAG AAA AAT CGT GCC AAC AAC GCC 



4 95 504 53 3 522 

CCG TTC TCC ACT ATG AGA AAT AAA CCC TCT ATG TTT CTC AAC T 3* 



FIGURE 3 
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27 36 45 54 

CGG ACT TCT CGC CGC ATC ATG GAC AGG GTG CCC TTC 

Met Asp Arg Val Pro Phe 



63 72 81 90 . 99 108 

TGC TGC CTG. CTC TTC ATA GGA CTT CTG AAT-CCA CTG CTG TCC CTT CCC GTC ACG 
Cys Cys Led Leu Phe lie Gly Leu Leu Asn Pro Leu Leu Ser Leu Pro Val Thr 

................................................. .... » • • • 

peptide signal 

. 117 126 ■ 135 .-. , 144 153 162 

/ GAC ACT GGT GAG AGG ACT CTT CAG CTT CCA GTG, CTT GAG GAA GAC GCT CTT ' CGG 
Asp Thr Gly Glu Arg Thr Leu Gin Leu Pro Val Leu lGluxGlu Asp Ala Leu Arg 



9 18 
5' CCA GAG CAG ACG CCC AGA 



171 180 189:V ... 198 20.7 216 

GCT CTG GAG GAG CTG GAG AGG ATG GCC CTC CTG CAG ACC CTG CGT CAG ACC ATG 
Ala Leu Glu Glu Leu Glu Arg Met Ala Leu Leu Gin Thr Leu Arg Gin Thr Met 



pro-segment 

225 234 243 ' 252 261 270 

GGC ACG GAA GCA GGG GAG AGC CCT GGA GAA GCA GGT CCC AGC ACT GAG ACT CCC 
Gly Thr Glu Ala Gly Glu Ser Pro Gly Glu Ala Gly Pro Ser Thr .Glu Thr Pro , 



279 288 ... : 297 306 - 315 324 

•ACT CCA CGG GGA AGC ATG AGG AAG GCT TTC GCT GGG CAA AAT TCT AAC ACT GTA 
Thr Pro Arg Gly . Ser Met Arg Lys , Ala. .Phe Ala 'Gly Glh • Ash :sir Asn Thr Val 



•,. 333 342 351 360 ,-369 378 

CTG^AGT CGT CTC TTG- : GCA AGA ACC AGG AAA CAA CAT AAG CAA CAC GGG-GCT GCC- 
Leu Ser Arg Leu'Leu ; Ala Arg Thr Arg Lys Gin His'Lys-Gln His Gly "Ala Ala 



387 • 396 405 414 423 .// 432 

CCA GAG TGC TTC TGG AAA TAC TGC ATT TGA GGA GAC ACA AGC GCC CGT>TGG TCT 
Pro Glu Cys Phe Trp Lys Tyr Cys lie *** , -'/' 



Uro tens ins II 



441 450 .. .459 .: V 468 477 486 

CTC AGA ACC ATT ACA TTC AGG AAA CGG GCA GAG CAG ATG CTT GAA GCA AAA TCA 



495 504 513 522 531 

CGC TAA CGA CGC CTT GTT CTT CAT TAT GAG AAA TAA ATC CTC TAT GTT TCT CA 

FIGURE 4 
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1 


2 


3 


4 . 


5 


6 


7 


8 


A 


cerveau 
entier 


amygdale 


noyau 
caude 


cervelet 


cortex 
cerebral 


lobe frontal 


hippocampe 


medulla 
oblongata 


B 


lobe 
occipital 


putamen 


locus niger 


lobe 
temporal 


thalamus 


noyau sous- 
thalamique 


moelle 
epiniere 




C 


cceur 


aorte 


muscle 
squelettique 


colon 


vessie 


uterus 


prostate 


estomac 


D 


testicules 


ovaires 


pancreas 


hypo- 
physe 


glande 
surrenale 


thyroi'de 


glande 
salivaire 


glande 
mammaire 


E 


rein 


foie 


intestin 
grele 


rate 


thymus 


leucocyte 
periph^rique 


ganglion 
lymphatique 


moelle 
osseuse 


F 


appendice 


poumon 


trachee 


placenta 










G 


cerveau 
foetal 


cceur 
foetal 


rein foetal 


foie foetal 


rate 
foetale 


thymus 
foetal 


poumon 
foetal 




H 


ARN total 
de levure 
100 ng 


ARNtde 
levure 
100 ng 


ARNr 
d'E coli 
100 ng 


ADN 
d'E. coli 
100 ng 


poly r(A) 
100 ng 


ADN C 0 tl 
humain 


ADN humain 
100 ng 


ADN 
humain 
500 ng 



FIGURE 5.1 
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I DE BREVETS 



0> 



TRAITE COOPERATION EN MATI^ft 

PCT 

RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE INTERhWft^NALZPCT 

— 

(article 36 et regie 70 du PCT) 



x T 



REC'D o J FEB 2201 



R6f6rence du dossier du deposant ou du 
mandataire 

BLOcp598/25P 


voir la notification de transmission du rapport d'examen 
POUR SUITE A DONNER preliminaire international (formulaire PCT/IPEA/416) 


Demands intemationale n° 
PCT/FR99/02941 


Dats du depot international (jour/mois/ann£e) 
26/11/1999 


Date de priorite (jour/mois/ann6e) 
26/11/1998 


Classification intemationale des brevets (CIB) ou a la fois classification nationals et CIB 
C12N15/16 


Deposant 






INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA... et al. 







1. Le present rapport d'examen preliminaire international, etabli par I'administaration chargee de I'examen preliminaire 
international, est transmis au deposant conformement a I'article 36. 

2. Ce RAPPORT comprend 6 feuilles, y compris la presente feuille de couverture. 

S || est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites aupres de 
('administration chargee de I'examen preliminaire international (voir la regie 70.16 et instruction 607 des Instructions 
administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent 3 feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 



I £3 Base du rapport 



II 


□ 


Priorite 


III 


□ 


Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'appiication industrielle 


IV 


. □ 


Absence d'unite de I'invention 


V 




Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'appiication industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 


VI 




Certains documents cites 


VII 


□ 


Irregularites dans la demande intemationale 


VIII 


£3 


Observations relatives a la demande intemationale 
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I. Base du rapport 

1 . Ce rapport a et6 redige sur la base des elements ci-apres (/es feuilles de remplacement qui ont ete remises a 
/'office recepteur en reponse a une invitation faite conforme'ment a I'article 14 sont considerees dans le present 
rapport comme "initialement de'pose'es" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elles ne contiennent 
pas de modifications (regies 70. 16 et 70.17).) : 

Description, pages: 

1-12 version initiale 

13 recue(s) avec t6l6copie du 23/01/2001 

Revendications, N°: 

1-14 recue(s) avec t6l6copie du 23/01/2001 

Oessins, feuilles: 

1/8-8/8 version initiale 

Partie de la demande reservee au listage des sequences, pages: 

1-10, telles que initialement d§posees 

2. En ce qui concerne la langue, tous les elements indiques ci-dessus 6taient a la disposition de I'administration ou 
lui ont ete remis dans la langue dans laquelle la demande internationale a ete d6posee, sauf indication contraire 
donnee sous ce point. 

Ces elements etaient a la disposition de I'administration ou lui ont et6 remis dans la langue suivante: , qui est : 

□ la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche internationale (selon ia regie 23.1 (b)). 

□ la langue de publication de la demande internationale (selon la regie 48.3(b)). 

□ la langue de la traduction remise aux fins de I'examen pr6liminaire internationale (selon la regie 55.2 ou 
55.3). 

3. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acide amines divulguees dans la demande 
internationale (le cas echeant), I'examen pr6liminaire internationale a et§ effectue sur la base du listage des 
sequences : 

El contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

□ d6pose avec la demande internationale, sous forme d6chiffrable par ordinateur. 

□ remis ulte>ieurement a I'administration, sous forme ecrite. 

□ remis ulte>ieurement a I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 
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□ La declaration, selon laquelle le listage des sequences par ecrit et fourni ulterieurement ne va pas au-dela 
de la divulgation faite dans la demande telle que deposee, a et6 fournie. 

□ La declaration, selon laquelle les informations enregistr£es sous dechiffrable par ordinateur sont identiques a 
cedes du listages des sequences Presents par ecrit, a ete fournie. 

4. Les modifications ont entraine I'annulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n** : 

□ des dessins, feuilles : 

5. □ Le present rapport a e\e formula abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 

comme allant au-dela de I'expose de I'invention tel qu'il a 6te deposed comme il est indique ci-apres (regie 
70.2(c)) : 

(Toute feuille de remplacement comportant des modifications de cette nature doit etre indiquee au point 1 et 
annex^e au present rapport) 



6. Observations complementaires, le cas ech6ant : 



V. Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 

Nouveaute Oui : Revendications 1,2,4,7-14 

Non : Revendications 3, 5, 6 

Activite inventive Oui : Revendications 1 , 2, 4, 7-14 

Non : Revendications 3, 5, 6 

Possibility d'application industrielle Oui: Revendications 1-14 

Non : Revendications 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 



VI. Certain documents cites 

1. Certains documents publies (regie 70.10) 
et/ou 

2. Divulgations non ecrites (regie 70.9) 
voir feuille separee 
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VIII. Observations relatives a la demande internationale 

Les observations suivantes sont faites au sujet de la clart6 des revendications, de la description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se fondent entierement sur la description : 
voir feu i lie separee 
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V. Declaration motivee selon la regie 66.2(a)(ii) quant a la nouveaute, I'activite 
inventive et la possibility d'application industrielle; citations et explications a 
l appui de cette declaration 

1 . II est fait reference au document suivant: 

D1: Database EMBL ID AF1 721 74 
Numero d'Accession Z98884 

2. D1 decrit la sequence d'un fragment d'ADN genomique. Cette sequence 
comprend une sequence codante montrant une identite de 99% avec la sequence 
de I'ADNc de SEQ ID NO:4. La sequence de SEQ ID NO:4 comprend les 
sequences codant pour les polypeptides de SEQ ID NO: 1-3. 

Par consequent, au vu de D1 , I'objet de la revendication 3 n'est pas nouvelle. 
De plus, il est a noter que, de part la formulation de la revendication 3, 
independamment du document D1, cette revendication ne peut etre reconnue 
comme nouvelle. En effet, la revendication 3 se refere a des oligonucleotides 
issus d'une sequence specifique. La revendication 3 ne defini pas, notamment, la 
longueur des oligonucleotides revendiques. En absence d'une telle indication, ces 
oligonucleotides peuvent done etre notamment constitues de quelques 
nucleotides seulement. De tels oligonucleotides sont trop courts pour etre 
specifiques d'une sequence donnee. Par consequent, les fragments de la 
revendication 3 incluent des oligonucleotides non specifiques d'une sequence 
donnee, certains etant connus dans I'etat de la technique. La revendication 3 
precise que les oligonucleotides constituent des sondes ou amorces. Ceci ne 
correspond a aucune caracteristique technique permettant de caracteriser ces 
oligonucleotides, notamment leur longueur ou leur specificite pour une sequence 
precise, et de ce fait ne permet pas de restaurer leur nouveaute. Par exemple, les 
hexanucleotides ne sont pas specifiques pour une sequence donnee, sont connus 
dans I'etat de la technique et peuvent servir de sonde ou d'amorce. Des vecteurs 
contenant ces oligonucleotides connus, ainsi que des cellules transformees par 
de tels vecteurs sont connus dans I'etat de la technique. 
Les revendications 3, 5 et 6 ne remplissent done pas les conditions de I'Article 
33(2) PCT. 
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VI. Certains documents cites 

Certains documents publies (regie 70.10) 

1. WO 99/35266 

2. WO 00/00610 



VIII. Observations relatives a la demande internationale 

1 . La reference a des sujets introduite par I'expression "notamment" (revendication 
1 1 ) est donnee a titre d'exemple indicatif et en aucun cas exhaustif , et ne peut 
etre consideree comme limitant I'objet de la revendication concernee. 

2. La revendication 6 manque de clarte de part la formulation "cellules transformees 
par au moins un fragment d'acide nucleique". En effet, les cellules sont 
normalement transformees par un vecteur comprenant un ou des fragments 
precis, et non pas par des fragments d'acide nucleique (Art. 6 PCT). 
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13 

1 

L'analyse par Northern blot rcvele la pretence d'unc scule bande 
coirespondant a un ARNm de la prepro-UlJ d'environ 700 pi, dans la moellc epinierc 
humaine. i 

Le marquagc de sections de la portion ccrvicale de la moelle epiniere 
humaine par hybridation in situ momre que 1'ARNm de la prfpro-UU est localise dans 
lcs motoneurones (figure 5C). 

« Ca^ctfrisatifln de PADNc dc nrenro-IJTI rat *t fa m riK ■ 
Le cadre de lecture ouvert des ADNc du precurseur de i'UII dc rat et 
dc souris code pour une proteine de 123 acides amines (figures 3 et 4). 

La figure 7 illustre les resultats de la distribution dans divers tissus de 
rat ct de souris par RT-PCR. Lcs ARN totaux sont extraits et jsoumis a une reaction de 
RT-PCR, dans des conditions similaires a ceJles exposecs ci-dessus. 

Dans la partic supericurc dc la figure 7 (Ullj. les produits PCR de rat 
(gauche) et de souris (droitc) sont detectes par hybridatioij avcc une sonde oJigo- 
15 nucleotidique interne ct spccifique dc rat ct de souris (respectivement lcs sequences 
SEQIDNO:43et44). 

La partie inferieure de la figure 7 (GADPH) iUustre le depot sur gel 
d'agarosc des produits PCR GAPDH utilises comme control pour reflcter des taux 
equivalents d'ARN. 
20 REFERENCES 

1 . H.A. Bern et al., Rec. Prog. Horn. Res., 1 985, 41, 533-552. 

2. D. Pearson et al., Proc. Natl Acad. Sci. USA, 1980, 77, 50211-5024. 

3. J.M. Conlon et al., Regul. Pept., 1997, 69, 95-103. 

4. D. Waugh et J.M. Conlon, Gen. Comp. Endocrinol, 1993, 92, 419-427. 
25 5. D. Waugh et al.. Gen. Comp. Endocrinol, 1995, 99, 323-332. 

6. J.M. Conlon et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 1992j 188, 578-583. 

7. G.C. Gonzalez et al., Peptides, 1992, 13, 695-703. 

8. H. Itoh et al., Eur. J. Pharmacol , 1988, 149, 61-66. 

9. A. Gibson et al., Gen. Comp. Endocrinol, 1986, 64, 435-439. 
30 1 0.1. Muramatsu et al., Gunma Symp. Endocrinol, 1.979, 16, 39-47. 

1 1 .K. Yano et al.. Gen. Comp Endocrinol., 1 994. 96, 412-41 9L 
12.K. Yano ct al., Gen. Comp. Endocrinol., 1996, 97, 103-1 1 01 
13.S. Ohsako et al.,/. NeurascL, 1986, 6, 2730-2735. 
14.H. Tostivintet al., Proc. Natl Acad. Sci. USA, 1996, 93, 12;605-12610. 
35 ***** <l ue «k ressort de ce qui precede, ^invention ne se limite 

nullement a «?ux de ses modes de misc en ceuvre, dc realisation et d'application qui 
viennent d'etre decrits de facon plus explicite ; elJe en embrassc au contraire toutes les 
variantcs qui peuvent venir a J'esprit du tcchnicien en la raaticrc, sans s'ecarter du 
cadre ni de la portee de la presents invention. 
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REVENDICAHONS 

1°) Polypeptides, isoles dc mammiferes, caractcriscs cn ce qu'ils 
comprennent a leur extremitc C-ierminale un heptapeptid^ presentant la sequence 
suivantc : Cys-Phe-Trp-Lys-Tyr-Cys-Xaa dans laquelle Xaa reprdscntc Val ou lie, en 
5 ce qu'Us apparticnnenl a la famille des urotensines II et en ce qu'ils presentent an 
moins 45 %, et de preference au moins 70 % dc sbnilaritd avec le polypeptide de 
sequence SEQ ID NO: 1 , correspondant a la prepro-urotensine |T1 humaine. 

2°) Polypeptides de mammiferes selon la revendication 1, caracteri- 
scs en ce qu'ils sont selectionncs dans le groupe consumes par les sequences humaines 
1 0 SEQ ID NO: 1-3, par les sequences de rat SEQ JI>;30-32 ct par les sequences de souris 
SliQIDNO:33-35. 

3°) Fragments d'acides nucleiques purifies,' caracterises en ce qu'ils 

sont sdlectionnes dans le groupe constitue" par : 

a) les fragments comprenant au moins une sequence codant pour un 
1 5 polypeptide selon la revendication 1 ou la revendication 2, 

b) les fragments constitues par une sequence codant pour un poly- 
peptide selon la revendication 1 ou la revendication 2, 

c) les oligonucleotides issus des sequences telles que definies en b), 
constituant des sondes ou des amorces, ct 

20 d) les sdquences complementaires des sequences procedentes, sens 

ou antisens, 

a Texception de TEST ayant pour numero d'accession Gen Bank, Ic n°AA535545. 

4°) Fragments d'acides nucleiques selon la revendication 3, caracteri- 
ses en cc qu'ils sont selectionnGs dans le groupe constitue p*T les sequences SliQ ID 
25 NO.4-6, les sequences SEQ ID NO: 1 8-20 et les sequences SEQ ID NO:27-29. 

5°) Vecteurs recombinants caracterisds en be qu'ils contiennent un 
fragment d'acide nucldique selon la revendication 3 ou la revendication 4. 

6°) Cellules transformees par au moins un fragment d'acide 
nucl&que selon la revendication 3 ou la revendication 4. ; 
30 7°) Reactif de detection d'un fragment d'acide nucleique scion la 

revendication 3 ou la revendication 4, caracterise en ce qu'il comprend entre 20 et 50 
nucleotides de la sequence SEQ ID NO:4, de la sequence ^EQ ID NO: 18 ou de la 
sequence SKQ ID NO:27. j 

8°) Reactif selon la revendication 7, caracterise en ce qu'il est sdlcc- 
35 tionnd dans le groupe consume par : 

- un fragment de la sequence codant pour la prcpro-urotensine II 

i 

bumaine, codant pour un dipeptide (Pro-Tyr), en amont du site dc clivage tribasique, 
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I 

I 

lui-mSme situe juste en amont de la sequence codant pour l'urotensine II humainc et 

specifique de ladite sequence humaine ; 

• dcs fragments, aptes a scrvir d'amorccs SEQ ID NO:7 et NO:R, 

SEQ ID NO:10-17 ; SEQ ID NO:21-26 ; SEQ ID NO:3&42, et 
5 - dcs fragments, aptcs a scrvir dc sondes : sequence SEQ ID NO:4 et 

les fragments constitues de 20 a 50 nucleotides de ladite sequence SEQ ID NO:4 ; 

sequence SEQ ID NO: 18 ct les fragments constitues de 20 & 50 nucleotides de ladite 

sequence SEQ ID NO: 18 et sequence SEQ ID NO:27 et les fJagments constitucs dc 20 

a 50 nucleotides de ladite sequence SEQ ID NO:27. 
10 9°) Compositions pharmaceutiques, cara^terisees en ce qu'elles 

comprennent au moins un polypeptide scion Tune quclconque dcs revendications 1 ou 

2 ou unc sequence d'acidc nucldiquc selon Tunc quclconquc .dcs revendications 3 et 4 

codant pour tout ou partie desdits polypeptides, associe a au moins un vchiculc 

pharmaceutiquoment acceptable. 
15 10°) Utilisation de polypeptides appartjnant a la famiJle de 

l'urotensine II ou de sequences nucleiques codant pour lesqits polypeptides, pour la 

preparation d'un medicament destine a traiter les maladies neurodegeneratives de la 

moelle epinifcre ou les traumatisraes de la raocllc cpinicrc. 

1 1°) Precede de detection de la presence ou de {'absence d'un ARNm 
20 codant pour unc urotensine n de mammiicre, notammcnt cjicz dcs sujets prcsentant 

une pathologie neurodegenerative ou un traumatisme de la mielle epiniere par mise en 

contact d'un echantillon biologiquc avee au moins un rcacti j selon la revendication 7 

ou la revendication 8. 

12°) Precede de detection d'unc mutation (|ans la sequence du gene 
25 ou de l'ARNm codant pour l'urotensine, caracterise en ce qii'il comprend l'extraction 

dudit ADN ou dudit ARNm a partir d'un echantillon biolqgique et sa comparaison 

avec les sequences d'acides nucleiques selon la revendication |3 ou la revendication 4. 

13°) Kit de diagnostic destine a la detection d'un ARNm codant pour 

une urotensine II de mammiftrc dans un echantillon biolo, jique, ledit ARNm etant 
30 eventuellement mute, caractens6 en ce qu'il comprend au moins une sequence selon 

Tune quelconque des revendications 3 ou 4. 

14*) Utilisation des polypeptides selon la revendication 1 ou la 
revendication 2, pour la selection d'anti-hypcrtenscurs. 
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